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บทคัดยอ 

วัตถุประสงคของการศึกษานี้ คือ เพ่ือตรวจหาจํานวนอสุจิใน crypts ของ uterotubal junction (UTJ) 
และทอนําไขในแมสุกร ที่ประมาณ 24 ชั่วโมง หลังทําการผสมเทียมดวยวิธี intrauterine (IUI) และ deep 
intrauterine (DIUI) และทําการเปรียบเทียบกับจํานวนตัวอสุจิเมื่อใชวิธีการผสมเทียมแบบปกติ การทดลองใชแม
สุกรพันธุผสม Landrace x Yorkshire (LY) จํานวน 15 ตัว หาเวลาที่เกิดการตกไขที่สัมพันธกับพฤติกรรมการเปน
สัดโดยทําการอัลตราซาวนดผานทางทวารหนักทุก 4 ชั่วโมง ผสมเทียมแมสุกรดวยน้ําเชื้อสดเจือจางเพียงครั้ง
เดียวที่เวลาประมาณ 6-8 ชั่วโมงกอนเวลาที่คาดวาจะมีการตกไขดวยวิธี AI (n=5) IUI (n=5) และ DIUI (n=5) โดย
ทําการผสมเมื่อสุกรเปนสัดครั้งที่สองหลังจากหยานม วิธี AI ใชอสุจิ 3,000 ลานตัวในปริมาตร 100 มิลลิลิตร วิธี 
IUI ใชอสุจิ 1,000 ลานตัวในปริมาตร 50 มิลลิลิตร และวิธี DIUI ใชอสุจิ 150 ลานตัวในปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
หลังจากผสมเทียมประมาณ 24 ชั่วโมง ทําการวางยาแมสุกรเพ่ือตัดรังไขและมดลูกออก เก็บทอนําไขและปก
มดลูกสวนตน (1 เซนติเมตร) ทั้งสองขาง แบงเปน 4 สวน ไดแก UTJ สวนทายของ isthmus สวนตนของ 
isthmus และ ampulla ชะลางตัวอสุจิที่อยูในทอของแตละสวนดวยสารละลาย phosphate buffer หลายๆ ครั้ง  
หลังจากทําการชะลางแลว นําสวน UTJ และทอนําไขทุกสวนไปแชในสารละลาย 10% neutral buffered formalin 
จากนั้นนํา UTJ และสวนตางๆ ของทอนําไขไปตัดแบงเปน 4 สวนเทา ๆ กันและนําไปใสใน paraffin block  ทํา
การตัดขวางเนื้อเยื่อที่ความหนา 5 ไมครอน  ชิ้นเนื้อเยื่อที่ตัดไดทุกๆ 5 ชิ้นจะนาํไปยอมสีดวยสียอม 
haematoxylin และ eosin  นบัจํานวนตัวอสุจิทั้งหมดจาก 32 ชิ้นในแตละสวนของเนื้อเย่ือ (16 ชิ้นจากดานซาย 
และอีก 16 ชิ้นจากดานขวา) ดวยกลองจุลทรรศน ผลการศึกษาพบวาตัวอสุจิสวนใหญจะอยูกันเปนกลุมบริเวณ 
epithelial crypt  คาเฉล่ียของจํานวนตัวอสุจิทั้งหมดในแหลงกักเก็บตัวอสุจิ (UTJ และสวนทายของ isthmus) เปน 
2296  729 และ 22 ตัวในกลุมที่ผสมเทียมดวยวิธี AI IUI และ DIUI ตามลําดับ (P<0.01) แมสุกรทุกตัวในกลุมที่
ผสมเทียมดวยวิธี AI และ IUI จะพบตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดทั้งสองขาง แตแมสุกรในกลุมที่ผสมเทียม
ดวยวิธี DIUI จํานวน 3 ตัวจาก 5 ตัวไมพบตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิทั้งสองขาง แมสุกร 1 ตัวพบตัวอสุจิใน
แหลงกักเก็บตัวอสุจิเพียงขางเดียว และแมสุกรอีก 1 ตัวพบตัวอสุจิไดทั้งสองขาง ไมพบตัวอสุจิในสวนตนของ 
isthmus ขณะท่ีพบตัวอสุจิเพียง 1 ตัวในสวน ampulla ในแมสุกร 1 ตัวจากกลุมที่ผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยสรุป 
การผสมเทียมดวยวิธี DIUI จะพบจํานวนตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิที่ 24 ชั่วโมงหลังทําการผสมเทียมนอย
กวาเมื่อเทียบกับวิธี AI และ IUI อยางมีนัยสําคัญ ตัวอสุจิสามารถไปอยูในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดทั้งสองขางหลัง
ทําการผสมเทียมดวยวิธี AI และ IUI แตในแมสุกรกลุมที่ทําการผสมเทียมดวยวิธี DIUI พบไดเพียง 1 ตัวจาก 5 
ตัว 
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Abstract 
The aim of this study was to investigate the number of spermatozoa in the crypts of the utero-

tubal junction (UTJ) and the oviduct of sows approximately 24 h after intrauterine insemination (IUI) and 
deep intrauterine insemination (DIUI) and compared with that of conventional artificial insemination (AI). 
Fifteen crossbred Landrace x Yorkshire (LY) multiparous sows were used in the experiment. Transrectal 
ultrasonography was performed every 4 h to examine the time of ovulation in relation to oestrous 
behaviour. The sows were inseminated with a single dose of diluted fresh semen by the AI (n = 5), IUI 
(n = 5) and DIUI (n = 5) at approximately 6–8 h prior to the expected time of ovulation, during the 
second oestrus after weaning. The sperm dose contained 3000x106 spermatozoa in 100 ml for AI, 1,000 
x 106 spermatozoa in 50 ml for IUI and 150x106 spermatozoa in 5 ml for DIUI. The sows were 
anaesthetized and ovario-hysterectomized approximately 24 h after insemination. The oviducts and the 
proximal part of the uterine horns (1 cm) on each side of the reproductive tracts were collected. The 
section was divided into four parts, i.e. UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus and ampulla. The 
spermatozoa in the lumen in each part were flushed several times with phosphate buffer solution. After 
flushing, the UTJ and all parts of the oviducts were immersed in a 10% neutral buffered formalin 
solution. The UTJ and each part of the oviducts were cut into four equal parts and embedded in a 
paraffin block. The tissue sections were transversely sectioned to a thickness of 5 lm. Every fifth serial 
section was mounted and stained with haematoxylin and eosin. The total number of spermatozoa from 
32 sections in each parts of the tissue (16 sections from the left side and 16 sections from the right side) 
was determined under light microscope. The results reveal that most of the spermatozoa in the 
histological section were located in groups in the epithelial crypts. The means of the total number of 
spermatozoa in the sperm reservoir (UTJ and caudal isthmus) were 2296, 729 and 22 cells in AI, IUI 
and DIUI groups, respectively (p < 0.01). The spermatozoa were found on both sides of the sperm 
reservoir in all sows in the AI and the IUI groups. For the DIUI group, spermatozoa were not found on 
any side of the sperm reservoir in three out of five sows, found in unilateral side of the sperm reservoir 
in one sow and found in both sides of the sperm reservoir in one sow. No spermatozoa were found in 
the cranial isthmus, while only one spermatozoon was found in the ampulla part of a sow in the IUI 
group. In conclusion, DIUI resulted in a significantly lower number of spermatozoa in the sperm reservoir 
approximately 24 h after insemination compared with AI and IUI. Spermatozoa could be obtained from 
both sides of the sperm reservoir after AI and IUI but in one out of five sows inseminated by DIUI. 
 
Keywords: Pig, Reproduction, Artificial insemination, Spermatozoa, Sperm reservoir 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบัน การผสมเทียม (Artificial Insemination, AI) เขามามีบทบาทอยางสูงในอุตสาหกรรมการผลิต
สุกรท้ังในประเทศไทยและตางประเทศ ในปจจุบันการผสมเทียมสุกรใชน้ําเชื้อสดท่ีรีดไดจากพอสุกรนํามาเจือจาง 
(extended fresh semen) และผสมผานทอผสมเทียมโดยการปลอยน้ําเชื้อบริเวณคอมดลูก การผสมเทียมแตละ
ครั้งใชน้ําเชื้อสดท่ีเจือจางลงประมาณ 5-10 เทาตัว ในปริมาตร 80-100 มิลลิลิตร และมีจํานวนตัวอสุจิท้ังหมด 2-3 
พันลานตัว วิธีนี้สามารถลดจํานวนพอสุกรลงไดถึง 4-5 เทาตัว เปรียบเทียบกับการผสมธรรมชาติ อยางไรก็ดีจาก
การวิจัยพบวาการผสมเทียมสุกรแบบปจจุบัน >90 % ของตัวอสุจิสูญเสียไปกอนท่ีจะเขาถึงบริเวณท่ีมีการปฏิสนธิ
ภายในทอนําไข (Sumransap et al., 2007) โดยสูญเสียจากการไหลยอนกลับของน้ําเชื้อ (Stervink et al., 1998) 
และจากกระบวนการเก็บกินส่ิงแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดขาวที่เกิดภายในมดลูกเอง (Kaeoket et al., 2002, 
2003) ดวยเหตุนี้การพัฒนาปรับปรุงวิธีการผสมเทียมสุกรใหมีศักยภาพสูงขึ้นจึงเปนท่ีสนใจ 

ปจจุบัน มีการพัฒนาประสิทธิภาพของการผสมเทียมในสุกร ดวยการพยายามลดจํานวนตัวอสุจิตอการ
ผสมแตละคร้ังลง โดยที่ไมสงผลตอความสมบูรณพันธุ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการใชพอสุกร และเตรียมพรอม
สําหรับการผสมทียมดวยน้ําเชื้อสุกรท่ีผานการแชแข็ง และ คัดแยกเพศ (Roca et al. 2003; Roca et al., 2006) 
การลดจํานวนตัวอสุจิไดมีการเริ่มทดลองมามากกวา 10 ป แลว โดย Krueger et al. (1999) ไดทําการทําการผสม
เทียมสุกร โดยทําการผาตัดและทําการปลอยน้ําเชื้อ ท่ีบริเวณใกลกับชวงตอของปกมดลูกกับทอนําไข (uterotubal 
junction, UTJ ) ซึ่งเปนแหลงกักเก็บอสุจิเพ่ือรอการตกไข (sperm reservior) จากการทดลองพบวาน้ําเชื้อท่ีมี
จํานวนตัวอสุจิเพียง 10 ลานตัว ก็เพียงพอเมื่อเทียบกับการผสมเทียมตามปกติ (ผสมเทียมปกติใชน้ําเชื้อ 3,000 
ลานตัว) ลดลง 300 เทาตัว แสดงวาสุกรมีความตองการอสุจิเพียง 0.3% ของปริมาณที่ใชในปจจุบัน การศึกษานี้
ยืนยันวาจํานวนอสุจิท่ีอยูภายในแหลงกักเก็บอสุจินี้มีความสําคัญตออัตราการผสมติดและจํานวนลูกตอครอกใน
สุกร 

ผลการวิจัยตางๆ ในชวง 10 ปท่ีผานมาบงชี้วาการผสมเทียมสุกรแบบปกติท่ีใชในปจจุบันนับวายังไม
เหมาะสมท่ีจะใชกับเชื้ออสุจิสุกรท่ีมีมูลคาสูงและมีความออนแอ เชน น้ําเชื้อพอพันธุท่ีนําเขาจากตางประเทศ 
น้ําเชื้อท่ีผานการแชแข็ง และนํ้าเชื้อท่ีผานการคัดแยกเพศ การผสมเทียมแบบใหมจึงไดถูกขึ้น โดยใชวิธีการสอด
ทอผานคอมดลูกเพ่ือนําน้ําเชื้อไปปลอยท่ีในตัวมดลูก เรียกวา “intrauterine insemination” (IUI) หรือสอดผานไป
จนถึงสวนตนของปกมดลูก เรียกวา “deep intrauterine insemination” (DIUI) โดยไมตองทําการผาตัด ปจจุบัน
เทคโนโลยีการผสมเทียมสุกรท้ัง 2 วิธี ไดเร่ิมมีการน้ําเขาจากตางประเทศ และเริ่มนํามาใชอุตสาหกรรมการผลิต
สุกรในประเทศไทยแลว การวิจัยท่ีเกี่ยวของกับเทคนิคในการผสมเทียมแบบใหมนี้ยังมีนอยมากในประเทศไทย 
(Sumransap et al., 2007; Tummaruk et al., 2007) และมีความจําเปนอยางย่ิงท่ีควรตองพัฒนาเพ่ือเพ่ิม
ศักยภาพการผสมเทียมสุกร และรองรับการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสุกรแชแข็ง ซึ่งในชวง 2-3 ปท่ีผานมา การผสม
เทียมสุกรดวยน้ําเชื้อแชแข็งมีการพัฒนาและใชงานในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรอยางรวดเร็วในสหรัฐอเมริกา และ
ยุโรป (Roca et al., 2006) ในเชิงอุตสาหกรรมการผลิตสุกรดวยน้ําเชื้อแชแข็ง ในประเทศไทยยังลาหลังมาก 
เน่ืองจากขาดขอมูลพ้ืนฐานท่ีเกี่ยวของในกระบวนการผลิตท้ังหมด ท้ังขั้นตอนและเทคนิคการผลิต จนถึงเทคนิค
การผสมพันธุ ทําใหตองพ่ึงพาการนําเขาเทคโนโลยีเหลานี้จากตางประเทศท้ังหมด เนื่องจากเกษตรกรตองการ
นําเขาน้ําเชื้อพอพันธุสุกรจากตางประเทศเพื่อใชพัฒนาพันธุกรรมของสุกรในประเทศไทยใหมีศักยภาพการผลิต
ทัดเทียมและสามารถแขงขันกับตางประเทศได 
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ในประเทศอังกฤษ Watson and Behan (2002) ศึกษาการใชทอผสมเทียมแบบสอดทอเขามดลูก (IUI, 
Deep Goldenpig™) เปนอุปกรณในการผสมเทียมสุกร พบวาสามารถที่จะลดจํานวนตัวอสุจิลงเหลือ 1 พันลานตัว
ตอโดส โดยไมกระทบตออัตราการผสมติด ในประเทศสเปน Martinez et al. (2001, 2002) ประสบความสําเร็จใน
การผสมเทียมสุกร โดยนําน้ําเชื้อเขาไปในปกมดลูกแมสุกรไดโดยพัฒนาวิธีการผสมเทียมแบบ DIUI ขึ้น จาก
ทดลองพบวาสามารถที่จะลดความเขมของน้ําเชื้อลงไดถึง 60 เทาตัว เมื่อเทียบกับการผสมเทียมแบบเดิม วิธีการ
ผสมเทียมสุกรแบบ DIUI ไดมีการนําไปประยกุตใชกับน้ําเชื้อแชแข็งและน้ําเชื้อท่ีผานการคัดเลือกเพศแลว (Roca 
et al., 2003; Vazquez et al., 2003) เน่ืองจากตัวอสุจิท่ีมีอยูในน้ําเชื้อแชแข็งและน้ําเชื้อท่ีผานการคัดเลือกเพศไม
แข็งแรง ดังนั้นจึงจําเปนตองปลอยน้ําเชื้อใหใกลกับบริเวณที่จะเกิดการปฏิสนธิใหมากท่ีสุด เพ่ือปองกันไมใหตัว
อสุจิเกิดการตายกอนในระหวางท่ีเคล่ือนท่ีจากคอมดลูกมายังทอนําไข จากการวิจัยพบวาเทคนิค DIUI สามารถ
ใชไดในการผสมเทียมสุกรและใหจํานวนลูกตอครอกสูงถึง 8-10 ตัว ตอครอก ในระดับฟารม (Martinez et al., 
2002 ; Roca et al., 2003; Vazquez et al., 2003) 

ในตัวแมสุกร ภายหลังการผสมเทียม อสุจิจะถูกขนสงผานทอทางเดินระบบสืบพันธุเพศเมียไปยังสวนกัก
เก็บอสุจิซึ่งอยูบริเวณสวนรอยตอระหวางมดลูกและทอนําไข บริเวณนี้ เรียกวา “sperm reservoir” อสุจิจะใชเวลา
เดินทางเพียงไมกี่นาที-ไมเกินชั่วโมงเพื่อไปยัง sperm reservoir จํานวนอสุจิท่ีพบท่ี sperm reservoir ขึ้นกับ
จํานวนอสุจิท่ีใชผสมเทียม sperm reservoir มีหนาท่ีในการรักษาสภาพอสุจิใหมีชีวิต คงความสามารถในการ
ปฏิสนธิ และเปนท่ีหลบจากการถูกเก็บกินโดยเซลลเม็ดเลือดขาวภายในมดลูกในชวงเวลาท่ียังไมมีการตกไข 
(Rodriguez-Martinez et al., 2005) หลังจากนั้นอสุจิจะคอยๆ ถูกปลอยจากบริเวณ sperm reservoir ชาๆ เพ่ือไป
ยังบริเวณทอนําไขสวนกลางเพื่อปฏิสนธิกับไข การปลอยอสุจิออกมาจาก sperm reservoir เกิดจากการเหน่ียวนํา
โดยสารเคมีที่หล่ังมาจากทอนําไขสวนแอมพูลลาในเวลาใกลตกไข การปลดปลอยอสุจิออกมาจาก sperm 
reservoir จะเกิดขึ้นสอดคลองกับเวลาในการตกไข การศึกษากอนหนานี้พบวาการผสมเทียมดวยเทคนิค IUI และ 
DIUI โดยใชจํานวนอสุจิลดลง 3 และ 20 เทาตัว จะสามารถตรวจพบอสุจิภายใน sperm reservoir ไดไมแตกตาง
จากการผสมเทียมแบบเดิมท่ีใชอสุจิมากกวา (Sumransap et al. 2007; Tummaruk et al., 2007) อยางไรก็ดี
การศึกษานี้ยังไมไดตรวจเช็คจํานวนอสุจิในระดับจุลกายวิภาคศาสตร ซึ่งอสุจิเหลานี้จะหลบอยูภายในหลืบของ 
sperm reservoir ไมสามารถชะลางออกมาได การศึกษาเมื่อไมนานมานี้ในแมวพบวาจํานวนอสุจิท่ีหลบอยูใน
ซอกหลืบของ sperm reservoir ซึ่งจะสามารถตรวจเช็คไดจากการทําการตรวจระดับจุลกายวิภาคศาสตรเทานั้น มี
จํานวนมากกวาอสุจิท่ีอยูบนผิวของ sperm reservoir (Chatdarong et al., 2004) การตรวจเช็คจํานวนอสุจิภายใน 
sperm reservoir ดวยวิธีนี้ ยังไมเคยศึกษามากอนในสุกร การประมาณการจํานวนอสุจิภายใน sperm reservoir ท่ี
แมนยําจะชวยใหคํานวณจํานวนอสุจิท่ีควรใชเพ่ือการผสมเทียมสุกรไดเหมาะสมมากยิ่งขึ้น 

ในการศึกษากอนหนานี้ในประเทศไทยโดยคณะผูวิจัย (Tummaruk et al., 2007) พบวาการผสมเทียม
สุกรดวยวิธี DIUI สามารถผสมติดสูงถึง 5/8 ตัว โดยใชอสุจิเพียง 150 ลานตัว และพบตัวออนท้ังสองขางของมดลูก
โดยเฉล่ีย 11.4 ตัว ซึ่งอยูในระดับท่ีนาพอใจ แสดงใหเห็นวา เทคนิคการผสมเทียมแบบ DIUI นาจะสามารถพัฒนา
ตอไปเพ่ือใชกับน้ําเชื้อสุกรแชแข็ง น้ําเชื้อท่ีผานการคัดแยกเพศ และ การยายฝากตัวออนได อยางไรก็ดีผล
การศึกษาตรวจพบอสุจิบนผิวของ sperm reservoir เพียงดานใดดานหนึ่งของมดลูก ในขณะที่พบตัวออนท้ังสอง
ดาน ภายในเวลาไมถึง 3 วันหลังผสมพันธุ ซึ่งการเคล่ือนท่ีของตัวออนภายในมดลูกไมนาจะเปนสาเหตุ จึงเกิด
คําถามการวิจัยตอเนื่องวาอสุจิเคล่ือนท่ีไปหาไขไดอยางไร โดยมีความเปนไปได 2 แนวทางคือ การเคล่ือนท่ีผาน
ชองทองไปยังอีกดานของทอนําไขขณะมีการตกไข หรือ การซอนตัวอยูภายใน sperm reservoir ท้ังสองดานของ 
sperm reservoir สมมุติฐานเหลานี้ยังคงตองการการวิจัยเพ่ิมเติมในเรื่องโครงสรางของ sperm reservoir ในระดับ
จุลกายวิภาคศาสตรเพ่ือหาคําตอบ 



 

 

3

การศึกษาการกระจายตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวในบริเวณเย่ือบุผนังมดลูก มีประโยชนในการชวยวินิจฉัย
ความผิดปกติของมดลูกในสุกรท่ีถูกคัดท้ิงเนื่องจากปญหาความลมเหลวในระบบสืบพันธุ (Dalin et al., 1997) 
อยางไรก็ดีกอนท่ีจะสามารถทําการการแยกแยะลักษณะทางพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นไดนั้น ลักษณะปกติของเซลล
เหลานี้ท่ีเกิดจากวงจรการเปนสัดตามปกติตองศึกษากอน (Dalin et al., 2004) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีบริเวณ
เย่ือบุผนังมดลูกมดลูกเปนสวนหนึ่งของ mucosal immune system แบงการทํางานออกเปน 2 ชนิด ไดแก non-
specific และ specific immune response เซลลเม็ดเลือดขาวเหลานี้สรางมาจากไขกระดูกแบงตามเซลลตนกําเนิด
ได 2 กลุม คือ lymphoid และ myeloid lineage lymphoid lineage สราง lymphocyte ซึ่งประกอบดวย B T และ 
NK cell ในขณะที่ myeloid lineage สราง macrophages  neutrophils  eosinophils  และ basophils การศึกษา
ครั้งนี้จะทําการตรวจสภาวะปกติของเซลลของระบบภูมิคุมกันในบริเวณ sperm reservoir ท่ีเวลา 24 ชั่วโมงหลัง
ตกไข เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางระหวางการผสมแบบเดิมและแบบใหมซึ่งมีการสอดทอผานคอมดลูก และมี
การกระทบผนังมดลูกมากกวาการผสมเทียมแบบเดิม การเปล่ียนแปลงของเซลลในระบบภูมิคุมกันบริเวณเย่ือบุ
ผนังมดลูกมีการศึกษาแลวท้ังในแมสุกรท่ีมีวงรอบการเปนสัดปกติ และภายหลังการผสมเทียม (Kaeoket et al., 
2002; 2003) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีพบมากบริเวณเย่ือบุผนังมดลูก ไดแก lymphocyte neutrophil eosinophil 
และ macrophage โดยปริมาณที่พบขึ้นกับระยะของวงจรการเปนสัดและมีความสัมพันธุกับระดับฮอรโมนเอสโตร
เจน และโปรเจสเตอโรน เชน neutrophil เปนเซลลท่ีพบมากที่สุดในชวง Prooestrus และ Oestrus และ ลด
ปริมาณลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อสุกรเริ่มเขาสูระยะ early dioestrus (70 ชั่วโมงหลังตกไข) (Kaeoket et al., 2002) 
เซลลชนิด eosinophil พบสูงขึ้นในสุกรท่ีอุมทองระยะตน (Kaeoket et al., 2003) เมื่อไมนานนี้ มีการศึกษาพบวา 
lymphocyte และ neutrophil สามารถพบไดบริเวณทอนําไขสวนตางๆ เชนกัน โดยพบมากในสวน infundibulum 
แตมีการเปล่ียนแปลงตามวงรอบการเปนสัดนอยกวาเซลลบริเวณมดลูก (Jiwakanon et al., 2005; 2006) ในสุกร 
sperm reservoir อยูบริเวณตําแหนงรอยตอระหวางปกมดลูกและทอนําไข และสวนทอนําไขสวนisthmusสวนทาย 
ปริมาณของเซลลของระบบภูมิคุมกันในบริเวณน้ีในสุกรปกติภายหลังการผสมเทียมท้ัง 3 แบบ ยังไมเคยมีรายงาน
มากอน การศึกษาวิจัยเพ่ือหาขอมูลสวนนี้เปนพ้ืนฐานท่ีสําคัญตอท้ังการวินิจฉัยพยาธิสภาพ และอธิบายลักษณะ
การเปล่ียนแปลงในระดับจุลกายวิภาคปกติของ sperm reservoir มากยิ่งขึ้น 
 
วัตถุประสงคโครงการ 

การวิจัยครั้งนี้ มีวัตถุประสงค เพ่ือ 
1. ศึกษาปริมาณและตําแหนงท่ีพบอสุจิใน sperm reservoir ในระดับจุลกายวิภาคศาสตร หลังการผสม

เทียม แบบ IUI และ แบบ DIUI เปรียบเทียบกับการผสมเทียมแบบเดิม (conventional AI)  
2. ศึกษาปริมาณและการกระจายตัวของเซลลของระบบภูมิคุมกันบริเวณ sperm reservoir ในแมสุกรท่ี

เวลาประมาณ 24 ชั่วโมงหลังผสมเทียม แบบ IUI และ แบบ DIUI เปรียบเทียบกับการผสมเทียม
แบบเดิม (conventional AI) 
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บทท่ี 2 
 

ทบทวนผลงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 

ปจจุบันการผสมเทียมไดเขามามีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรท่ัวโลก เนื่องจากการผสม
เทียมทําใหเกิดการถายทอดพันธุกรรมไปไดอยางรวดเร็ว และมีสมรรถภาพทางการสืบพันธุดีกวาหรือเทากับการ
ผสมพันธุแบบธรรมชาติ (Flowers and Esbenshade, 1993; Almond, 1998; Weitze, 2000; Singleton, 2001) 
ปจจัยท่ีมีผลทําใหการผสมเทียมในสุกรมีประสิทธิภาพ ประกอบดวย คุณภาพของน้ําอสุจิ คุณภาพของสุกรเพศเมีย 
เวลาในการผสมเทียม และ เทคนิคการผสมเทียม (Soede et al., 1995; Nissen et al., 1997; Tummaruk et al., 
2000) โดยปกติการผสมเทียมสุกรแตละคร้ังจะใชน้ําเชื้อสดเจือจางท่ีมีตัวอสุจิ 2,000–5,000 ลานตัว ในปริมาตร 
80–100 มิลลิลิตร และปลอยน้ําเชื้อภายในคอมดลูก ซึ่งมีความยาวประมาณ 15-20 ซม. หลังจากนั้นตัวอสุจิก็
เดินทางตอไปยังตัวมดลูก ซึ่งมีความยาวประมาณ 5 ซม. และตอไปยังปกมดลูกซาย และขวา ซึ่งแตละขางมีความ
ยาวประมาณ 90-140 ซม.ตัวอสุจิจะเดินทางไปจนถึง บริเวณรอยตอระหวางปกมดลูกกับทอนําไข (uterine tubal 
junction, UTJ) ภายในเวลาไมกี่นาที บริเวณนี้เรียกวา sperm reservoir (Hunter, 1990; Rodriguez-Martinez et 
al., 2001) หนาท่ีของ sperm reservoir คือ เปนท่ีคัดกรองอสุจิท่ีวิ่งผานเขาไปยังทอนําไข ใหมีปริมาณนอยลง เพ่ือ
ปองกัน การเกิดภาวะ ไขถูกผสมโดยอสุจิมากกวาสองตัว (polyspermia)  ชวยในการทําใหอสุจิอยูในระยะพรอม
ปฏิสนธิ (capacitation) และ ชวยใหอสุจิ มีชีวิตยาวนานขึ้น และปองกันเซลลของระบบภูมิคุมกันมิใหทําลายอสุจิ 
อสุจิจะรออยูท่ีบริเวณ UTJ จนกระท่ังเกิดการตกไข (Hunter, 1990; Rodriquez-Martinez et al., 2005) หลังจาก
นั้นอสุจิจะถูกปลอยใหเขาไปยังทอนําไขมากขึ้น แตอยางไรก็ดีอสุจิท่ีสามารถเดินทางผานทอนําไขเพ่ือเขาไปผสม
กับไขไดนั้นมีจํานวนนอยกวาจํานวนที่ผสมเขาไปมาก Mburu et al. (1996) พบวา มีจํานวนอสุจิท่ีบริเวณ UTJ 
เพียงประมาณ 10,000 ถึง 20,000 ตัว และท่ีบริเวณ ทอนําไขสวนลางพบอสุจิ นอยกวา 1,000 ตัว ในขณะที่แม
สุกรตกไขและมีอสุจิเพียงหน่ึงตัวเทานั้นจะมีโอกาสไดผสมกับไขหนึ่งใบ ในการผสมเทียมแบบดั้งเดิม 
(conventional AI) นั้น อสุจิประมาณ 3,000 ลานถูกผสม แตพบวาประมาณ 25-40% ถูกมดลูกบีบตัวออกมานอก
รางกายหลังจากผสมภายใน 2 ชั่วโมงครึ่ง (Steverink et al., 1998; Matthijs et al., 2003) อสุจิอีกมากกวา 50% 
จะถูกเก็บกินโดยเซลลของระบบภูมิคุมกันของรางกายภายในมดลูกหลังการผสมเทียมประมาณ 1 ชั่วโมง 
(Woelders and Matthijs, 2001; Matthijs et al., 2003) และอสุจิสวนท่ีเหลือ จะหลบอยูตามซอกหลืบของคอมดลูก 
หรือตัวมดลูก (Matthijs et al., 2003)และบางสวนจะหลุดเขาไปในชองทอง ดังนั้นจะเหลืออสุจิเพียงไมถึง 5% ท่ีมี
ความสามารถที่จะผสมไดอยู บริเวณ UTJ (Mburu et al., 1996; Rodriquez-Martinez et al., 2005) 

งานวิจัยในดานการผสมเทียมในสุกร มุงท่ีจะลดจํานวนตัวอสุจิตอการผสม โดยที่ไมสงผลตอความ
สมบูรณพันธุ วิธีการหนึ่งคือ การลดจํานวนตัวอสุจิตอโดสการผสมโดยปลอยน้ําเชื้อภายในมดลูก Krueger และ
คณะ (1999) ไดทําการทําการผสมเทียมสุกรสาว โดยทําการผาตัดและทําการปลอยน้ําเชื้อ ท่ีบริเวณใกลกับชวงตอ
ของปกมดลูกกับทอนําไข (uterotubal junction, UTJ) พบวานํ้าเชื้อท่ีมีจํานวนตัวอสุจิ 10 ลานตัวในปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ก็เพียงพอเมื่อเทียบกับการผสมเทียมตามปกติ เชนเดียวกันกับในสุกรนาง (Krueger and Rath, 2000) 
อุปกรณในการผสมเทียมตางๆไดถูกพัฒนาขึ้น เพ่ือใชในการนําน้ําเชื้อไปปลอยท่ีในตัวมดลูก (intrauterine 
insemination, IUI) หรือสวนตนของปกมดลูก (deep intrauterine insemination, DIUI) (รูปท่ี 1) Watson and 
Behan (2002) ศึกษาการใชทอผสมเทียมแบบสอดทอเขามดลูก (IUI) เปนอุปกรณในการผสมเทียมสุกร พบวา
สามารถท่ีจะลดจํานวนตัวอสุจิลงเหลือ 1,000 ลานตัวตอโดส โดยที่ไมมีผลตออัตราการผสมติด และเปนวิธีการที่
ทําไดงาย ไมยุงยาก และมีประสิทธิภาพ  Martinez et al. (2001) ประสบความสําเร็จในการผสมเทียมสุกร โดยฉีด
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น้ําเชื้อเขาไปในปกมดลูก (deep intrauterine insemination, DIUI) โดยวิธีไมผาตัดและไมตองวางยา โดยใชทอ 
endoscope สอดผานทอผสมเทียม ผานคอมดลูก และปลอยน้ําเชื้อท่ีปกขางใดขางหน่ึง และพบวาไมมีความ
แตกตางของอัตราการเขาคลอด ขนาดครอก เมื่อเทียบกับการผสมเทียมตามปกติ ตอมา Martinez et al. (2002) 
ไดพัฒนาวิธีการผสมเทียม DIUI โดยนําทอท่ีสามารถโคงงอได (flexible catheter) มาใชแทนทอ endoscope ท่ีมี
ราคาแพง และแตกหักไดงาย ซึ่งไมเหมาะท่ีจะนํามาใชในภาคสนาม จากทดลองพบวาสามารถที่จะลดความเขม
ของน้ําเชื้อลงได 20–60 เทา เมื่อเทียบกับการผสมเทียมแบบเดิม บริเวณที่ปลอยน้ําเชื้อคือ 1 ใน 3 ของปกมดลูก
ทางสวนตน (รูปท่ี 1) 
 

 
รูปท่ี 1 รูปแสดงอวัยวะสืบพันธุสุกรเพศเมียท่ีไดรับการผสมเทียม 3 แบบ 1=แบบด้ังเดิม (conventional artificial 
insemination, AI) 2=แบบสอดทอเขาตัวมดลูก (intra uterine insemination, IUI) และ 3=แบบสอดทอเขาปก
มดลูก (deep intra uterine insemination, DIUI) (ท่ีมา: Belstra, 2002) 
 
ตารางที่ 1 ผลผลิตของสุกรหลังการใชทอผสมเทียมชนิดสอดลึกไปยังปกมดลูก (deep intrauterine insemination) 
ในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็ง ในสุกรท่ีเกิดการตกไขตามธรรมชาติ 
ปริมาณตัวอสุจิ 
(ลานตัว) 

ปริมาตร
น้ําเชื้อ (มล.) 

จํานวน
สุกร 

อัตราการเขา
คลอด % 

จํานวนลูก
ท้ังหมด/ครอก 

เอกสารอางอิง 

1,000 5 40 70.0 9.25  (Roca et al., 2003) 

250 5 NA 42.9 7.2  (Bathgate et al., 2003) 

1,000 0.5 20 65.0* 6* (Wongtawan, 2004) 

*ตัวเลขท่ีแสดงเปนอัตรา การต้ังทอง และจํานวนตัวออนท่ีนับไดในมดลูก; NA=ไมมีขอมูล 
 

โดยทั่วไปหลังการผสมเทียมระบบภูมิคุมกันจะตอบสนองตอน้ําเชื้อโดยการเพ่ิมจํานวน และเกิดการ
เคล่ือนท่ีของเม็ดเลือดขาวชนิด นิวโทรฟล (neutrophils) ลิมโฟไซต (lymphocytes) และ แมคโครฟาจ 
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(macrophages) ไปยังเยื่อบุโพรงมดลูก (Bischof et al., 1994; Engelhardt et al., 1997; Kaeoket et al., 2003) 
นอกจากนี้ มดลูกยังตอบสนองตอน้ําเล้ียงเชื้อโดยการขับสารคัดหล่ังสารจากเนื้อเยื่อบุโพรงมดลูกหลังจากการถูก
กระตุนดวยน้ําเล้ียงเชื้อและตัวอสุจิ (Lovell and Getty, 1968; Pursel et al., 1978) การตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันตอน้ําเล้ียงเชื้อและตัวอสุจินี้เปนการทําความสะอาดเน้ือเยื่อบุโพรงมดลูก เพ่ือกอใหเกิดประโยชนกับตัว
ออนท่ีกําลังเดินทางมาฝงตัว (Engelhardt et al., 1997; Rozeboom et al., 1998, 1999; Kaeoket et al., 2003) 
Rozeboom et al. (1999, 2000, 2001) พบวาน้ําเล้ียงเชื้ออสุจิมีผลในการลดและยับย้ังหนาท่ีของระบบภูมิคุมกัน 
โดยเฉพาะผลตอเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟล เมื่อโดสท่ีใชในการผสมเทียมที่มีน้ําเล้ียงเชื้อเปนสวนประกอบ 8-
12% โดยปริมาตร จึงแนะนําใหทําการรีดเก็บน้ําเชื้อทุกสวน (entire ejaculation) ยกเวนน้ําเล้ียงเชื้ออสุจิท่ีหล่ัง
ออกมาสวนแรกของการหล่ังน้ําเชื้อ ดวยวิธีนี้จะทําใหน้ําเชื้ออสุจิท่ีเก็บไดนั้นมีน้ําเล้ียงเชื้ออสุจิ เปนสวนประกอบใน
ปริมาณที่พอเพียง นอกจากผลของน้ําเล้ียงเชื้อ Kaeoket et al. (2002) พบวาการตอบสนองของเซลลของระบบ
ภูมิคุมกันในมดลูกยังสัมพันธกับระดับฮอรโมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรน อยางมีนัยสําคัญ 

ในการศึกษากอนหนานี้ของคณะผูวิจัย (Sumransap et al., 2007; Tummaruk et al. 2007) พบวาการ
ผสมเทียมแบบสอดทอเขาตัวมดลูก (IUI) สามารถท่ีจะทําการสอดทอผสมเทียมผานคอมดลูกไดในแมสุกรทุกตัว 
และไมพบเลือดท่ีปลายทอผสมเทียม หลังจากทําการผสมเทียมเสร็จแลว สอดคลองกับการศึกษาของ Roca et al. 
(2003) ท่ีสามารถสอดทอผานคอมดลูกแมสุกรจํานวน 94.0 เปอรเซ็นต และพบเลือดท่ีปลายทอจํานวน 1.7 
เปอรเซ็นต และผลการศึกษาของ Dallanora et al. (2004) พบวาแมสุกรจํานวน 94.7 เปอรเซ็นตสามารถท่ีจะสอด
ทอไดและพบเลือดท่ีปลายทอจํานวน 1.7 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบอีกวา หลังการผสมเทียมอสุจิจะสูญเสียจาก
การไหลยอนกลับของน้ําเชื้อแลว และจะถูกเม็ดเลือดขาวและเซลลในระบบภูมิคุมกันเขามาเก็บกิน (Matthijs et al., 
2003) Mburu et al. (1996) พบวา กอนไขตกตัวอสุจิสวนใหญจะเขาไปอยูตรงบริเวณสวนตอของทอนําไขและปก
มดลูก และสวนลางของ isthmus แตหลังไขตกตัวอสุจิจะเขาไปอยูในสวนของ isthmus สวนบนมากขึ้น สวน
รอยตอของทอนําไขและปกมดลูก จะเปนบริเวณที่สะสมของตัวอสุจิ โดยบริเวณนี้มีสภาพแวดลอมท่ีเอ้ืออํานวยตอ
การมีชีวิตของตัวอสุจิและยังทําหนาท่ีชวยกรองตัวอสุจิท่ีจะผานเขาไปในทอนําไขดวย (Rigby, 1966; Tienthai, 
2003) ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของคณะผูวิจัย ซึ่งพบวา หลังผสมเทียม 24 ชั่วโมง อสุจิสวนใหญจะพบท่ี
สวนของรอยตอระหวางทอนําไขและมดลูก (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2 คาเฉล่ีย (mean) ของจํานวนตัวอสุจิท้ังหมดท่ีตรวจพบในทอนําไขและปกมดลูกในแมสุกรหลังการผสม
เทียมแบบปกติ (AI) แบบสอดทอเขามดลูก (IUI) และแบบสอดทอเขาปกมดลูก (DIUI) (Sumransap et al., 2007; 
Tummaruk et al., 2007) 

กลุม จํานวน 1 2 3 4 5 6 7 
AI 6 87 a 343 a 1,411a 142,500 b 90,000 c 69,167 cd 45,000 d 
IUI 6 85 a 296 a 1,280 a 131,167 b 90,000 c 66,167cd 37,250 ad 

DIUI 5 25a 76a 284a 23,500b 15,400c 9,000d 7,000d 
* สวนท่ี 1 ampullae 2 isthmus สวนตน 3 isthmus สวนทาย 4 UTJ 5 ปกมดลูกสวนตน 6 ปกมดลูกสวนกลาง 7 
ปกมดลูกสวนทาย abcd อักษรตางกันในแถวแนวนอนมีความแตกตางทางสถิติ (P<0.05) 
 

การศึกษาการกระจายตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวในบริเวณเย่ือบุผนังมดลูก มีประโยชนในการชวยวินิจฉัย
ความผิดปกติของมดลูกในสุกรท่ีถูกคัดท้ิงเนื่องจากปญหาความลมเหลวในระบบสืบพันธุ (Dalin et al., 1997) 
อยางไรก็ดีกอนท่ีจะสามารถทําการการแยกแยะลักษณะทางพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นไดนั้น ลักษณะปกติของเซลล
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เหลานี้ท่ีเกิดจากวงจรการเปนสัดตามปกติตองศึกษากอน (Dalin et al., 2004) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีบริเวณ
เย่ือบุผนังมดลูกมดลูกเปนสวนหนึ่งของ mucosal immune system แบงการทํางานออกเปน 2 ชนิด ไดแก non-
specific และ specific immune response เซลลเม็ดเลือดขาวเหลานี้สรางมาจากไขกระดูกแบงตามเซลลตนกําเนิด
ได 2 กลุม คือ lymphoid และ myeloid lineage lymphoid lineage สราง lymphocyte ซึ่งประกอบดวย B T และ 
NK cell ในขณะที่ myeloid lineage สราง macrophages  neutrophils  eosinophils  และ basophils การศึกษา
ครั้งนี้จะทําการตรวจสภาวะปกติของเซลลของระบบภูมิคุมกันในบริเวณ sperm reservoir ท่ีเวลา 24 ชั่วโมงหลัง
ตกไข เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางระหวางการผสมแบบเดิมและแบบใหมซึ่งมีการสอดทอผานคอมดลูก และมี
การกระทบผนังมดลูกมากกวาการผสมเทียมแบบเดิม การเปล่ียนแปลงของเซลลในระบบภูมิคุมกันบริเวณเยื่อบุ
ผนังมดลูกมีการศึกษาแลวท้ังในแมสุกรท่ีมีวงรอบการเปนสัดปกติ และภายหลังการผสมเทียม (Kaeoket et al., 
2002, 2003) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีพบมากบริเวณเย่ือบุผนังมดลูก ไดแก lymphocyte, neutrophil, 
eosinophil และ macrophage โดยปริมาณที่พบขึ้นกับระยะของวงจรการเปนสัดและมีความสัมพันธกับระดับ
ฮอรโมนเอสโตรเจน และโปรเจสเตอโรน เชน neutrophil เปนเซลลท่ีพบมากที่สุดในชวง Pro-oestrus และ 
Oestrus และ ลดปริมาณลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อสุกรเร่ิมเขาสูระยะ early dioestrus (70 ชั่วโมงหลังตกไข) 
(Kaeoket et al., 2002) เซลลชนิด eosinophil พบสูงขึ้นในสุกรท่ีอุมทองระยะตน (Kaeoket et al., 2003) เมื่อไม
นานนี้ มีการศึกษาพบวา lymphocyte และ neutrophil สามารถพบไดบริเวณทอนําไขสวนตางๆ เชนกัน โดยพบ
มากในสวน infundibulum แตมีการเปลี่ยนแปลงตามวงรอบการเปนสัดนอยกวาเซลลบริเวณมดลูก (Jiwakanon et 
al., 2005, 2006) ในสุกร sperm reservoir อยูบริเวณตําแหนงรอยตอระหวางปกมดลูกและทอนําไข และสวนทอ
นําไขสวน isthmus สวนทาย ปริมาณของเซลลของระบบภูมิคุมกันในบริเวณน้ีในสุกรปกติภายหลังการผสมเทียม
ท้ัง 3 แบบ ยังไมเคยมีรายงานมากอน การศึกษาวิจัยเพ่ือหาขอมูลสวนนี้เปนพ้ืนฐานที่สําคัญตอท้ังการวินิจฉัย
พยาธิสภาพ และอธิบายลักษณะการเปล่ียนแปลงในระดับจุลกายวิภาคปกติของ sperm reservoir มากยิ่งขึ้น 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

สถานท่ีทําการวิจัย 
 
หองปฏิบัติการของภาควิชากายวิภาคศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปน

สถานท่ีสําหรับปฏิบัติการทางจุลกายวิภาคศาสตร 
 

จริยธรรมของการวิจัยในคนและสัตว 
 
ตัวอยางของอวัยวะสืบพันธุท่ีไดมาจากแมสุกรท่ีถูกคัดท้ิง และผูวิจัยทําการซื้อมาเพ่ือการทดลองเปนเวลา 

2 เดือน โดยสุกรไดรับการเล้ียงดูอยางดี ที่โรงพยาบาลปศุสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาฯ จังหวัด นครปฐม 
สุกรไดรับน้ําด่ืมตลอด 24 ชั่วโมง และอาหารสําเร็จรูปวันละ 2 มื้อ คณะผูวิจัยมีความเห็นวาการศึกษานี้ไมมีปญหา
ทางดานจริยธรรมตอสัตว 
 

สัตวทดลอง 
 

การทดลองนี้ใชสวนของชิ้นเนื้อของทอนําไขและสวนตนของมดลูกจากแมสุกรนางจํานวน 15 ตัว จาก
การศึกษากอนหนาน้ี (Sumransarp et al., 2007; Tummaruk et al., 2007) โดยเปนแมสุกรท่ีไดรับการผสมเทียม 
3 แบบ ไดแก แบบ AI 5 ตัว แบบ IUI 5 ตัว และ แบบ DIUI 5 ตัว กอนทําการผสมเทียม แมสุกรทุกตัวไดรับการ
ตรวจการเปนสัด และเวลาตกไขดวยอัลตราซาวดแบบ เรียลไทม บี โหมด ผานทางทวารหนัก ทุก 4 ชั่วโมง ขอมูล
การเปนสัดและการตกไขแสดงในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 แสดงคาเฉล่ีย (means) และ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของลําดับครอก ระยะหยานมถึงเปนสัด 
ระยะเปนสัดถึงตกไข และ ระยะเวลาเปนสัดของแมสุกรในกลุมท่ีไดรับการผสมเทียมแบบปกติ (AI) แบบสอดทอ
เขามดลูก (IUI) และแบบสอดทอเขาปกมดลูก (DIUI) 

กลุม จํานวน ลําดับครอก ระยะหยานมถึงเปนสัด 
(วัน) 

ระยะเปนสัดถึงตกไข 
(ชม.) 

ระยะเวลาเปนสัด 
(ชม.) 

AI 6 8.6 ± 1.1 5.8 ± 2.1 32.3 ± 9.6 55.1 ± 22.5 
IUI 6 5.4± 3.0 4.2 ± 0.7 34.5 ± 13.8 53.0 ± 11.7 

DIUI 5 6.8 ± 1.9 5.3±1.5 43.5±12.6 60.0±12.2 
 

การผสมเทียม 
 

ชิ้นเนื้อของทอนําไขและมดลูก ไดถูกแบงเปนกลุมตามวิธีการผสมเทียม 3 แบบ ไดแก 
กลุมท่ี 1 แมสุกรไดรับการผสมเทียมโดยวิธี intracervical insemination (AI) แมสุกรนางจํานวน 5 ตัว ท่ี

ไดรับการเช็คสัดและครบกําหนดเวลาท่ีจะผสมเทียมจะไดรับการทําความสะอาด และเช็ดบริเวณปากชองคลอดให
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แหง จะถูกผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสดท่ีอยูในถุงพลาสติก cochete ท่ีมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร และมีจํานวนตัวอสุจิ 3 
พันลานตัว สอดทอผสมเทียม Goldenpig® ใหเขาไปล็อกในคอมดลูก แลวทําการปลอยน้ําเชื้อ หลังจากน้ําเชื้อถูก
ดูดเขาไปในมดลูกหมดแลว ใหปลอยทอผสมเทียมคางไวในคอมดลูกประมาณ 1 นาที เพ่ือปองกันน้ําเชื้อไหล
ยอนกลับ 

กลุมท่ี 2 แมสุกรไดรบัการผสมเทียมโดยวิธี intrauterine insemination (IUI) แมสุกรนางจํานวน 5 ตัว ท่ี
ไดรับการเช็คสัดและครบกําหนดเวลาท่ีจะผสมเทียมจะไดรับการทําความสะอาด และเช็ดบริเวณปากชองคลอดให
แหง หลังจากนั้นทําการสอดทอผสมเทียม Deep Goldenpig™ (ยาว 60 ซม. เสนผานศูนยกลาง 4 มม. ขนาดเสน
ผานศูนยกลางภายใน 1.8 มม.) สอดทอผสมเทียมใหเขาไปล็อกอยูในคอมดลูก แลวคอยๆสอดทอขนาดเล็กท่ีอยู
ดานในเดือยผสมเทียมใหผานคอมดลูกจนกระทั่งปลายไปอยูในตัวมดลูก กอนท่ีจะทําการผสมเทียมจะลางทอดาน
ในดวยสารละลาย BTS จํานวน 2 มิลลิลิตรเขาไปในทอ และทําการผสมเทียมโดยใชน้ําเชื้อท่ีมีจํานวนตัวอสุจิ 1 
พันลานตัว ในปริมาตร 50  มิลลิลิตร โดยตอเขากับทอขนาดเล็กท่ีอยูดานในทอผสมเทียม หลังจากนั้นจะใช
สารละลายจํานวน 2 มิลลิลิตรเพ่ือดันน้ําเชื้อท่ีคางเหลืออยูในทอใหเขาไปในมดลูก 

กลุมท่ี 3 แมสุกรไดรับการผสมเทียมโดยวิธี Deep intrauterine insemination (DIUI) ทําการผสมเทียม
จํานวน 5 ตัว โดยการทําความสะอาดและเช็ดบริเวณปากชองคลอดใหแหง ทําการสอดทอผสมเทียมผานชอง
คลอด ใหเขาไปอยูในคอมดลูกและใชทอขนาดเล็กท่ีออกแบบเปนพิเศษ ซึ่งจะสอดทอนี้ผานทอผสมเทียม ใหผาน
คอมดลูกไปอยูในปกมดลูกขางใดขางหน่ึงจนกระท่ังสุดความยาวของทอ กอนท่ีจะทําการผสมเทียมจะลางทอดาน
ในดวยสารละลาย และจะใสสารละลาย BTS จํานวน 2 มิลลิลิตรเขาไปในทอ และทําการผสมเทียมโดยใชน้ําเชื้อท่ีมี
จํานวนตัวอสุจิ 150 ลานตัว ในปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร ใสไปในกระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตรและตอเขากับทอท่ี
ใชการผสมเทียม หลังจากนั้นจะใชสารละลาย BTS จํานวน 2 มิลลิลิตรเพื่อดันน้ําเชื้อท่ีคางเหลืออยูในทอใหเขาไป
ในมดลูก 
 

การเก็บตัวอยางทอทางเดินระบบสืบพันธุ 
 

แมสุกรนางถูกวางยาสลบ และเปดผาชองทองหลังตกไขทําการผาตัดเพ่ือนํารังไขและมดลูกของแมสุกร
ออก หลังจากนําอวัยวะในระบบสืบพันธุของแมสุกรออกมา ทําการผูกท่ีท่ีสวนปลายสุดของทอนําไข ทําการผูกและ
แบงทอนําไขกับสวนปกมดลูกแตละขางออกเปน 6 สวน ไดแก ทอนําไขสวน ampullae ทอนําไข isthmus สวนตน 
ทอนําไข isthmus สวนทาย ชวงตอของทอนําไขและปกมดลูก ปกมดลูกสวนตน และปกมดลูกสวนทาย สวนตน
ของปกมดลูกในการหาตัวอสุจิในสวนของทอนําไขสวน  ampullae จะลางดวย BTS ท่ีอุน จํานวน 1 มิลลิลิตร ใน
สวนของ isthmus  และ UTJ จะชะลางดวยสารละลาย BTS ท่ีอุนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และในสวนของปกมดลูก
จะลางดวย BTS ท่ีอุน จํานวน 20 มิลลิลิตร แตละสวนจะถูกชะลางจํานวน 2 ครั้ง หลังจากชะลางเสร็จแลวทําใหตัว
อสุจิมีความเขมขนขึ้นโดยนําของเหลวที่ชะลางมาจากสวนตางๆ ไปปนดวยเครื่องปนท่ีอุน ดวยความเร็ว 400 รอบ
ตอนาที ทอนําไขและมดลูกท่ีทําการชะลางตัวอสุจิออกแลวจะนํามาดองใน 10% natural buffer formalin 
 

การตรวจทางจุลกายวิภาคศาสตรดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง (LM) 
 
ตัวอยางชิ้นเนื้อจากทอทางเดินระบบสืบพันธุจากแมสุกรท้ัง 4 สวน ท้ังซายและขวา นํามาตัดใหไดลักษณะที่

ตองการ แลวนํามาผานขั้นตอนการเตรียมเน้ือเยื่อทางจุลกายวิภาคศาสตร โดยใหตัวอยางแตละสวนมีความหนา 
5-7 ไมครอน ทอทางเดินระบบสืบพันธุดานซายและขวาจะแยกออกจากกันเพ่ือเปรียบเทียบการกระจายตัวของ
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อสุจิ นับสวนละ 4 ชิ้น ดานซายเปรียบเทียบกับดานขวา ตัวอยางชิ้นเนื้อท่ีไดจะนําไปยอมดวยสี Hematoxyline 
and Eosin (H&E) ทําการตรวจสอบชิ้นเนื้อของทอนําไขแตละสวน (UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus และ 
ampulla)  

เน้ือเยื่อสวน UTJ และ caudal isthmus นํามายอมดวยวิธีทาง immunohistochemistry เพ่ือตรวจจํานวน
ตัวรับของฮอรโมนเอสโตรเจน และโปรเจสเตอโรน ในกลุมท่ียอมดวยสี H&E ดวยการนับจํานวนเม็ดเลือดขาวที่
เคล่ือนท่ีขึ้นมาจากชั้น lamina propria เขามาท่ีชั้นเย่ือบุผิว (number of intraepithelial leukocytes) โดยการสุมนับ
แตละพ้ืนท่ีของเยื่อบุผิวดวย eyepiece micrometer จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวที่เคล่ือนท่ีขึ้นมาที่เย่ือบุผิว จะนับ
จํานวนทั้งหมดโดยการสุมจํานวน 50 พ้ืนท่ี โดยการใช eyepiece micrometer (ท่ีมีตารางเล็กๆ 25 ตาราง) โดยใช
กําลังขยายเดียวกัน ผลท่ีไดจะเปน number of cells/ocular field area คาท่ีไดนํามาประมวลผลทางสถิติและ
เปรียบเทียบกับคาท่ีไดจากกลุมสุกรในกลุมควบคุม ทําการตรวจสอบชิ้นเนื้อของทอนําไขแตสวน (UTJ, caudal 
isthmus, cranial isthmus และ ampulla) คาท่ีไดจะนํามาประมวลผลทางสถิติและเปรียบเทียบระหวางกลุม นับ
จํานวนอสุจิท่ีพบท้ังหมดในทุกชิ้นเนื้อแลวนํามาหาคารวมเพ่ือเปรียบเทียบจํานวนอสุจิในสวนตางๆ ภายในกลุม
เดียวกัน และระหวางกลุม 
 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

ทําการวิเคราะหทางสถิติ โดยใชโปรแกรม SAS (SAS Inst. V. 9.0, Cary, NC USA) โดยทําการหา
คาความถ่ี และคาเฉล่ีย และเปรียบเทียบสัดสวนของตัวอสุจิท่ีสวนตางๆ ในทอทางเดินสืบพันธุ ไดแก สวน รอยตอ
ของปกมดลูกและทอนําไข  สวนตน และสวนทายของ isthmus  และแอมพูลลา ทั้งสองดาน โดยใช Analysis of 
Variance (ANOVA) การเปรียบเทียบระหวางดานซายและขวาภายในสัตวตัวเดียวกัน ใชการวิเคราะหขอมูลแบบ 
Pair t-test คา P<0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติ 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
ปริมาณและตําแหนงท่ีพบอสุจิใน sperm reservoir ในระดับจุลกายวิภาคศาสตร 
 

พารามิเตอรทางระบบสืบพันธุ ไดแก ระยะหยานมถึงเปนสัด ระยะเปนสัดถึงตกไข ระยะเวลาการเปนสัด 
จํานวนไขท่ีตก และความยาวของปกมดลูก แสดงไวดังตารางที่ 1 พารามิเตอรเหลานี้ไมมีความแตกตางระหวาง
กลุมควบคุมและกลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 1) ชวงเวลาตั้งแตทําการผสมเทียมถึงการผาตัดเอามดลูก
และรังไขออกมีความแปรปรวนระหวาง 24.6 ถึง 26.1 ชั่วโมงระหวางกลุม (P>0.05) 
 
ตารางที่ 1 พารามิเตอรทางระบบสืบพันธุของแมสุกรท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI ปกติ IUI และ DIUI 

พารามิเตอร 
กลุม 

P-value AI IUI DIUI 
ลําดับทอง 
น้ําหนักตัว (กก) 
เปนสัดคร้ังแรก 
     ระยะหยานมถึงเปนสัด (วัน) 
     ระยะเปนสัดถึงตกไข (ชม) 
     ระยะเวลาการเปนสัด (ชม) 
เปนสัดคร้ังท่ีสอง 
     ระยะเวลาตั้งแตผสมถึงตัดรังไข 
     และมดลูก (ชม) 
     จํานวนไขท่ีตก 
     ความยาวของปกมดลูก (ซม) 

9.0±1.4 
198±50 

 
5.2±1.6 
34.2±9.3 
55.1±22.5 

 
24.6±0.8 

 
15.3±2.1 
248±33 

6.0±3.2 
208±34 

 
4.2±0.8 

38.0±12.1 
53.0±11.7 

 
26.1±1.6 

 
17.7±1.5 
263±28 

6.8±1.9 
234±19 

 
5.3±1.5 

43.5±12.6 
60.0±12.2 

 
24.8±1.9 

 
17.2±1.6 
256±44 

0.42 
0.40 

 
0.42 
0.46 
0.80 

 
0.27 

 
0.19 
0.85 

AI, artificial insemination; IUI, intra-uterine insemination; DIUI, deep intra-uterine insemination 
 

ลักษณะของอสุจิสวนใหญท่ีตรวจพบในทางจุลกายวิภาคจะอยูรวมกันเปนกลุมบริเวณ epithelial crypt 
(รูปท่ี 1) จํานวนตัวอสุจิท่ีพบในเนื้อเยื่อแสดงในตารางที่ 2 คาเฉล่ียของจํานวนตัวอสุจิท้ังหมดในแหลงกักเก็บตัว
อสุจิท่ีศึกษา (ยูท่ีเจ และสวนทายของ isthmus ) เปน 2,296 729 และ 22 ตัวในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI IUI 
และ DIUI ตามลําดับ (P<0.05) จํานวนตัวอสุจิมีความแตกตางกันระหวางแมสุกรตั้งแต 36 ถึง 3,927 ตัวในกลุมท่ี
ทําการผสมเทียมดวยวิธี AI ตั้งแต 141 ถึง 2,260 ตัวในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI และต้ังแต 0 ถึง 56 ตัวในกลุม
ท่ีผสมเทียมดวยวิธี DIUI (ตารางที่ 2) แมสุกรทุกตัวไมพบตัวอสุจิในสวนตนของ isthmus  และมีแมสุกรในกลุมท่ี
ทําการผสมเทียมดวยวิธี IUI เพียงตัวเดียวที่พบตัวอสุจิ 1 ตัวในสวนแอมพูลลา 
 
 



 

 

12

 
 

 
รูปท่ี 1 การกระจายตัวของอสุจิในผนังเยื่อบุทอนําไขในแมสุกรท่ีเวลา 24 ชั่วโมงหลังผสมเทียม 
SP=Spermatozoa, RBC=Red blood cell, E=Epithelium, S=Subepithelium (a) 100x magnification (b) 400x 
magnification. H&E stained. 
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ในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI และ IUI สามารถพบตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดท้ังสองขาง สวนใน
กลุมท่ีทําการผสมเทียมดวยวิธี DIUI แมสุกรจํานวน 3 ตัวจาก 5 ตัวไมพบตัวอสุจิในสวนยูท่ีเจ หรือสวนอื่นๆ ของ
ทอนําไข แมสุกร 1 ตัวพบตัวอสุจิในยูท่ีเจ เพียงขางเดียว และแมสุกร 1 ตัวพบตัวอสุจิในยูท่ีเจ ทั้งสองขาง 

คํานวณคาประมาณของจํานวนตัวอสุจิท่ีซอนอยูใน crypt ของยูท่ีเจ และสวนทายของ isthmus ตอพ้ืนท่ี 
(32 ชิ้น x 5 ไมครอน = 160 ไมครอน) ตัวอยางเชน จํานวนตัวอสุจิใน UTJ หลังผสมเทียมดวยวิธี AI เปน 
2,276/160 = 14.2 ตัวตอไมครอน หรือ 142,000 ตัวตอเซนติเมตรของยูท่ีเจ 
 
ตารางที่ 2 คาเฉล่ียและพิสัยของจํานวนตัวอสุจิใน UTJ และสวนทายของ isthmus ของแมสุกรหลังผสมเทียมดวย
วิธี AI, IUI และ DIUI ประมาณ 24 ชั่วโมง 
กลุม จํานวน UTJ สวนทายของ isthmus  จํานวนทั้งหมด 
AI 
IUI 
DIUI 

5 
5 
5 

2276a (36-3829) 
716a (141-2260) 

22b (0-56) 

20a (0-98) 
13a (0-59) 

0a 

2296a (36-3927) 
729a (141-2260) 

22b (0-56) 
ยูท่ีเจ (UTJ), utero-tubal junction; AI, artificial insemination; IUI, intrauterine insemination ; DIUI, deep 
intrauterine insemination ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมภเดียวกันแสดงถึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
(p>0.05) 
 
การกระจายตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวในทอนําไข 
 

การแทรกตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวในชั้นเย่ือบุมดลูกของเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจที่
ตําแหนงยูท่ีเจ และสวนทายของ isthmus  ในแมสุกรแสดงไวดังรูปท่ี 2 และ 3  จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวในชั้นเย่ือ
บุมดลูกของเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจที่ตําแหนงยูท่ีเจ ของแมสุกรหลังการผสมเทียม (AI) การ
ผสมเทียมแบบ IUI และการผสมเทียมแบบ DIUI ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P>0.1) (รูปท่ี 3) เซลล
เม็ดเลือดขาวที่พบในชั้นเยื่อบุท่ีตําแหนงกักเก็บตัวอสุจิภายหลังการผสมเทียมท่ี 24 ชั่วโมงสวนใหญมักเปนเซลล
ลิมโฟไซต  เซลลนิวโทรฟลและแมคโครฟาจพบในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดในจํานวนไมมากในแมสุกรสวนใหญ (รูป
ท่ี 2 และ 3) จํานวนของเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจที่แทรกตัวในชั้นเย่ือบุท่ีตําแหนงสวนทายของ 
isthmus  ในแมสุกรหลังการผสมเทียมแบบ AI  IUI และ DIUI แสดงไวดังตารางที่ 3  เซลลระบบภูมิคุมกันท่ีพบใน
สวนทายของ isthmus สวนใหญเปนเซลลลิมโฟไซต ขณะท่ีเซลลนิวโทรฟลและแมคโครฟาจก็สามารถพบไดบาง 
(ตารางที่ 3) 
 
ตารางที่ 3 คาเฉล่ีย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของจํานวนเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจ ท่ีอยูในชั้นเย่ือ
บุบริเวณสวนทายของ isthmus ในแมสุกรหลังการทํา AI, IUI และ DIUI 
เซลล AI IUI DIUI 
ลิมโฟไซต 
นิวโทรฟล 
แมคโครฟาจ 

18.6±2.0a 
0.1±0.04a 
0.8±0.2a 

22.1±2.0a 
1.5±0.8a 
1.6±0.4a 

11.8±0.7a 
0.3±0.1a 
0.6±0.1a 

ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแตละแถวแสดงถึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) 



 

 

14

 
รูปท่ี 2 เซลลลิมโฟไซตท่ีแทรกตัวในชั้นเย่ือบุ (ลูกศรสีดํา) และเซลลนิวโทรฟล (หัวลูกศรสีดํา) ท่ีสวนทายของ 
isthmus ยอมดวยสียอม H&E (ความยาวแทง=10 ไมโครเมตร) 
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รูปท่ี 3 คาเฉล่ีย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของเซลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจในชั้นเย่ือบุท่ีตําแหนงยูท่ีเจ 
ของแมสุกรภายหลังการผสมเทียมแบบ AI IUI และ DIUI ตัวอักษร a, b, c ท่ีเหมือนกันในแตละชนิดของเซลแสดง
ถึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) 
 
การแสดงออกของตัวรับฮอรโมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรนในทอนําไข 

ผลการทําอิมมูโนฮิสโตเคมีของตัวรับฮอรโมนเอสโตรเจน (oestrogen receptor, ER) และตัวรับฮอรโมน
โปรเจสเตอโรน (progesterone receptor, PR) พบวา เซลลบริเวณทอนําไขและมดลูกไมพบการแสดงออกของ ER 
แตพบการแสดงออกของ PR (รูปท่ี 4) การแสดงออกของ PR ในทอนําไขและมดลูกสวน UTJ แสดงในตารางท่ี 4 
และ 5 ตามลําดับ ในทอนําไข ความเขมของ PR ในชั้นกลามเนื้อ และสัดสวนของการติดสี PR ในชั้นเย่ือบุผิวใน
กลุม DIUI มีระดับตํ่ากวากลุม AI อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ในสวนของมดลูกการแสดงออกของ PR ในสุกรท้ัง 3 
กลุมไมมีความแตกตางกัน ยกเวนในชั้นกลามเน้ือท่ีพบวาความเขมของ PR ในกลุม AI สูงกวากลุม DIUI (P<0.05) 
 
ตารางที่ 4 ลักษณะการยอมติดสีอิมมูโนฮิสโตเคมีของตัวรับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน (PR) โดยการใหคะแนน 
(ความเขม/สัดสวนของเซลลท่ีติดสี) ในทอนําไขแมสุกรหลังการผสมเทียมแบบ AI, IUI และ DIUI 
กลุม Surface epithelium Stroma Tunica muscularis 
AI 1.8a/2.7A 1.6a/1923A 3.0a/4.0A 
IUI 1.4a/2.5A 2.4a/2370A 3.0a/4.0A 
DIUI 1.3a/1.8B 1.7a/1475A 2.2b/3.7A 

The different superscript letters between rows are significantly different (P<0.05) 
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ตารางที่ 5 ลักษณะการยอมติดสีอิมมูโนฮิสโตเคมีของตัวรับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน (PR) โดยการใหคะแนน 
(ความเขม/สัดสวนของเซลลท่ีติดสี) ในมดลูกแมสุกรหลังการผสมเทียมแบบ AI, IUI และ DIUI 
กลุม Surface 

epithelium 
Superficial 
gland 

Deep gland Stroma Myometrium 

AI 1.6a/2.7A 1.4a/2.4A 1.4a/2.4A 1.8a/1990A 3.0a/4.0A 
IUI 1.4a/2.7A 1.3a/2.4A 1.4a/2.5A 2.4a/2370A 3.0a/4.0A 
DIUI 1.6a/2.7A 1.2a/1.8A 1.2a/1.9A 1.8a/1933A 2.2b/3.8A 

The different superscript letters between rows are significantly different (P<0.05) 
 

 
 

รูปท่ี 4 การแสดงออกของตัวรับฮอโมนสโปรเจสเตอโรนใน
ทอ UTJ ของสุกร (a) megative control, (b) positive 
control, (c) AI, (d) IUI, (e) DIUI  
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บทที่ 5 
 

การอภิปรายผล สรุป และขอเสนอแนะ 
 
ปริมาณและตําแหนงท่ีพบอสุจิใน sperm reservoir ในระดับจุลกายวิภาคศาสตร 
 

การผสมเทียมดวยวิธี IUI และ DIUI ซึ่งใชจํานวนตัวอสุจิตอโดสจํานวนนอยไดถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือชวยให
สามารถใชพอสุกรไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด และเพ่ือเปนการนําไปสูการประยุกตใชเทคโนโลยีเกี่ยวกับการผสม
เทียมดวยอสุจิท่ีมีความออนแอ เชน น้ําเชื้อแชแข็ง และ อสุจิท่ีผานการคัดแยกเพศ (Roca et al., 2003; Vazquez 
et al., 2005; Sumransap et al., 2007) การศึกษาในครั้งนี้นับเปนครั้งแรกท่ีไดแสดงใหเห็นถึงการกระจายตัวของ
ตัวอสุจิใน UTJ สวนทายของ isthmus  สวนตนของ isthmus  และสวนแอมพูลลา ของทอนําไขในแมสุกรหลังทํา
การผสมเทียมดวยวิธี IUI และ DIUI ซึ่งใชปริมาณโดสต่ําเปรียบเทียบกับการผสมเทียมดวยวิธีปกติ การศึกษาครั้ง
นี้ใชเทคนิคการตรวจทางจุลกายวิภาค ซึ่งเทคนิคนี้เคยมีการใชในสัตวหลายชนิด เชน แมว สุกร โค และแฮมสเตอร 
(Larsson and Larsson, 1985; Smith and Yanagimachi, 1990; Mburu et al., 1997; Chatdarong et al., 2004) 
การกระจายตัวของตัวอสุจิภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี AI IUI และ DIUI ท่ีพบในการศึกษาคร้ังนี้ใหผลตรงกับ
การศึกษาครั้งกอนๆ ซึ่งทําการศึกษาโดยการชะลางตัวอสุจิจากทอในระบบสืบพันธุ (Sumransap et al., 2007; 
Tummaruk et al., 2007)  ผลจากการศึกษาบงชี้วา ในชวงระยะเวลาหลังการตกไข การกระจายตัวของตัวอสุจิ
ภายในชองวางและภายใน crypt ของแหลงกักเก็บตัวอสุจิมีความใกลเคียงกัน  อยางไรก็ตาม จํานวนตัวอสุจิท่ี
ประเมินโดยวิธีการชะลางจะมีคานอยกวาความเปนจริง (Smith and Yanagimachi, 1990; Chatdarong et al., 
2004)  นอกจากน้ัน ตัวอสุจิท่ีอยูบริเวณตรงกลางของทอในแหลงกักเก็บตัวอสุจิมักเปนตัวอสุจิท่ีตายแลว 
(Rodriguez-Martinez et al., 2005) จากการศึกษาในตัวสัตวพบวา ตัวอสุจิท่ีมีชีวิตสวนใหญจะอยูบริเวณรองท่ีอยู
ลึกๆ ในชวงกอนและขณะที่มีการตกไขซึ่งเปนระยะท่ีมีการเปนสัดยืนนิ่ง และตัวอสุจิเหลานี้จะยังไมเกิด
กระบวนการ capacitation จนกระท่ังจะมีการตกไข (Rodriguez-Martinez et al., 2005) ในการศึกษาครั้งนี้พบวา 
จํานวนตัวอสุจิท่ีอยูบริเวณ UTJ และสวนทายของ isthmus ท่ีนับไดจากชิ้นเนื้อ (32 ชิ้น) มีความสัมพันธกันอยาง
มากเมื่อเทียบกับการศึกษาครั้งกอนๆ ท่ีใชเทคนิคการชะลางในการศึกษา 

ในการศึกษาครั้งนี้สามารถยืนยันไดวา การผสมเทียมดวยวิธี DIUI จะมีจํานวนตัวอสุจิท่ีพบไดในแหลงกัก
เก็บตัวอสุจิภายหลังการผสมเทียม 24 ชั่วโมงนอยกวาอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับการผสมเทียมดวยวิธี 
AI และ IUI  การศึกษาครั้งกอนๆ มีการแสดงใหเห็นวา การผสมเทียมดวยวิธี DIUI โดยลดจํานวนตัวอสุจิลง 20 
เทา ไดจํานวนลูกสุกรแรกคลอดตอครอกนอยกวาวิธีการผสมเทียมปกติอยางมีนัยสําคัญ (Vazquez et al., 2001; 
Martinez et al., 2006)  จํานวนตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิท่ีนอยนี้อาจอธิบายไดถึงอัตราการผสมติดท่ีต่ํา
ภายหลังจากทําการผสมเทียมดวยวิธี DIUI ในการนําไปใชจริงซึ่งไดมีการรายงานไวกอนหนาน้ีแลว (Martinez et 
al., 2006) นอกจากนี้ยังพบวา เมื่อตัวออนและไขถูกชะลางออกในวันท่ี 6 หลังจากผสมพันธุ แมสุกรท่ีทําการผสม
เทียมดวยวิธี DIUI จะพบการปฏิสนธิท่ีเกิดเพียงบางสวนและเกิดเพียงขางเดียวไดมากกวาแมสุกรท่ีทําการผสม
ดวยวิธีผสมเทียมปกติ (Martinez et al., 2006) การศึกษาคร้ังนี้พบวาอัตราการผสมติดท่ีต่ําและการเกิดการ
ปฏิสนธิเพียงขางเดียวภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี DIUI อาจเกิดจากมีการสรางแหลงกักเก็บตัวอสุจิเพียงขาง
เดียวในแมสุกรบางตัว Rodriguez-Martinez และคณะ (2005) พบวาท้ังตัวอสุจิและนํ้าเล้ียงตัวอสุจิ (รวมท้ัง
สวนประกอบโปรตีนในน้ําเล้ียงตัวอสุจิ) เปนส่ิงสําคัญในการสรางแหลงกักเก็บตัวอสุจิ จํานวนตัวอสุจิสวนหนึ่งและ
โปรตีนบางสวนในน้ําเล้ียงตัวอสุจิท่ีถูกสงไปตามชองวางในมดลูกและรอดจากการถูกเก็บกินจะเขาไปอยูในแหลง



 

 

18

กักเก็บตัวอสุจิ  นอกจากนั้น ตัวอสุจิสวนท่ีอยูใน 10 มิลลิลิตรแรกของน้ําเชื้อสวนท่ีมีตัวอสุจิเขมขนจะสามารถไป
อยูในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดมากกวาตัวอสุจิท่ีอยูในน้ําเชื้อสวนที่เหลือ (Rodriguez-Martinez et al., 2005) ซึ่งผล
การศึกษานี้แสดงวาการผสมเทียมในดานเดียวดวยจํานวนตัวอสุจิและนํ้าเล้ียงตัวอสุจิท่ีนอยอาจไมเพียงพอที่จะไป
ทําใหเกิดการสรางแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดท้ังสองขาง ซึ่งจะทําใหอัตราการผสมติดตํ่าและเกิดการปฏิสนธิเพียงดาน
เดียวภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี DIUI 

ในการศึกษาครั้งนี้ แมสุกร 1 ตัวจาก 5 ตัวในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี DIUI มีตัวอสุจิอยูใน UTJ เพียงขาง
เดียว ในขณะท่ีแมสุกรตัวอื่นในกลุมมีตัวอสุจิท้ังสองขางของ UTJ ผลการศึกษานี้พบวาไมสอดคลองกับผลจาก
การศึกษาในครั้งกอน (Tummaruk et al., 2007) ซึ่งบงชี้วาตัวอสุจิบางตัวมีการซอนอยูใน crypt ของแหลงกักเก็บ
ตัวอสุจิในขณะที่มีการตกไข ซึ่งไมสามารถตรวจพบไดจากวิธีการชะลาง (Chatdarong et al., 2004)  การศึกษา
กอนหนานี้เคยแสดงใหเห็นแลววา การเกิดการปฏิสนธิเพียงขางเดียว และการปฏิสนธิเพียงบางสวน สามารถ
เกิดขึ้นไดท้ังจากการผสมดวยวิธี AI หรือ DIUI (Hunter, 1967; Waberski et al., 1994; Soede et al., 1995; 
Martinez et al., 2006) สาเหตุท่ีคาดวาจะทําใหเกิดการปฏิสนธิเพียงดานเดียว และการปฏิสนธิเพียงบางสวนอาจ
เกิดจากระยะเวลาตั้งแตผสมจนกระทั่งตกไขท่ีใชเวลานาน จํานวนตัวอสุจิตอครั้งท่ีผสมนอย และปจจัยจากแมสุกร
เอง (Waberski et al., 1994; Soede et al., 1995; Martinez et al., 2006)  Martinez และคณะ (2006) เสนอแนะ
วา ถาจํานวนตัวอสุจิเพ่ิมขึ้นจาก 150 ลานตัวตอโดสเปน 600 ลานตัวตอโดสจะไมพบการปฏิสนธิเพียงดานเดียว 
สําหรับการผสมเทียมดวยวิธี DIUI Martinez และคณะ (2005) ศึกษาพบวาจํานวนตัวออนจะลดลงอยางมีนัยสําคัญ
เมื่อทําการผสมเทียมดวยตัวอสุจิ 250 ลานตัว จํานวนตัวอสุจิตอโดสท่ีแนะนําใหใชในการผสมเทียมดวยวิธี IUI คือ 
500 ลานตัว (Mezalira et al., 2005)  Bennemann และคณะ (2004) แสดงใหเห็นวาจํานวนตัวออนท้ังหมดท่ี 32 
วันหลังผสมเทียมดวยวิธี IUI จะลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อระยะหางต้ังแตผสมเทียมถึงตกไขมากเกิน 24 ชัว่โมง 
แมวาอัตราการผสมติดจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  ในการศึกษาคร้ังนี้พบวา จํานวนอสุจิตอโดสในการ
ผสมเทียมดวยวิธี DIUI ควรเพ่ิมขึ้น และชวงเวลาตั้งแตผสมถึงตกไขควรมีความเหมาะสมเพ่ือชดเชยผลกระทบ
จากปจจัยอื่น เชน ปจจัยจากแมสุกร เพ่ือใหมีจํานวนตัวอสุจิท่ีแหลงกักเก็บตัวอสุจิเพียงพอเมื่อเกิดการตกไข ถา
ปจจัยตางๆ นี้มีความเหมาะสมแลว การสรางแหลงกักเก็บตัวอสุจิท้ังสองขางภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี DIUI 
อาจเกิดขึ้น อยางนอยก็อาจเกิดในแมสุกรบางตัว 

เทคนิคการผสมเทียมดวยวิธี IUI ในสุกรมีรายงานครั้งแรกในป 2002 (Watson and Behan, 2002) ซึ่ง
แสดงใหเห็นถึงเทคนิคในการผสมเทียมสุกรดวยการลดจํานวนตัวอสุจิตอโดส  แมวาเทคนิคการผสมเทียมแบบ IUI 
มีการนํามาใชในฟารมแลวก็ตาม แตหลายคนยังไมมั่นใจการการลดจํานวนอสุจิตอโดส  ในบางกรณีอาจพบจํานวน
ลูกสุกรแรกเกิดท้ังหมดตอครอกลดลงภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยใชจํานวนตัวอสุจินอยกวา 1,000 ลาน
ตัวตอโดส (Rozeboom et al., 2004; Roberts and Bilkei, 2005) ถาผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยใชตัวอสุจิ 1,000 
ลานตัวตอโดสทําใหขนาดครอกเมื่อคลอดลดลงแลว อาจคาดไดวาเกิดจากการปฏิสนธิเพียงบางสวน อยางไรก็ตาม 
ในการศึกษาครั้งนี้บงชี้วาจํานวนตัวอสุจิใน crypt ของ UTJ และสวนทายของ isthmus ไมมคีวามแตกตางอยางมี
นัยสําคัญในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI และวิธี AI ปกติ ซึ่งใหผลไปในแนวทางเดียวกันกับการศึกษากอนหนานี้
ซึ่งเก็บตัวอสุจิท่ีอยูตรงกลางของทอโดยวิธีการชะลาง (Sumransap et al., 2007) ในการศึกษาคร้ังนี้พบวา จํานวน
ตัวอสุจิใน crypt ของ UTJ ในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI จะมีนอยกวากลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI ประมาณ 3 เทา  
UTJ เปนดานกั้นทางกายภาพขั้นแรกในทอนําไขท่ีจะยอมใหตัวอสุจิจํานวนจํากัดผานเขาไปยังจุดท่ีจะเกิดการ
ปฏิสนธิได (Rodriguez-Martinez et al., 2005) ในชวงกอนระยะเวลาตกไข ตัวอสุจิสวนใหญจะอยูในซอกสวนลึก
ของแหลงกักเก็บตัวอสุจิ การชะลางจะนําตัวอสุจิออกมาไดยากเนื่องจากชองวางของทอท่ีปดและเมือกท่ีพบภายใน
ทอ (Tienthai et al., 2004)  ตัวอสุจิจะกลับมาอยูในทออีกคร้ังภายหลังจากไขตก (Mburu et al., 1996) 
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Sumransap และคณะ (2007) พบวาตัวอสุจิสวนใหญ (ประมาณ 47%) ท่ีรอดชีวิตในทางเดินระบบสืบพันธุของเพศ
เมียจะพบที่ UTJ  ในการศึกษาคร้ังนี้แสดงใหเห็นวาตัวอสุจิท่ีอยูใน UTJ มีจํานวนนอยกวาประมาณ 3 เทาในกลุม
ท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยลดจํานวนตัวอสุจิตอโดส 3 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI ปกติ 
ซึ่งผลการศึกษานี้ยังไมเคยมีการรายงานมากอน  ในการศึกษาคร้ังกอนๆ พบวา จํานวนตัวอสุจิท่ีอยูใน UTJ ท่ีได
จากวิธีการชะลางในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI และ AI มีความใกลเคียงกัน (Sumransap et al., 2007) และ
จํานวนตัวอสุจิใน isthmus ของกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI และ AI ก็มีความใกลเคียงกัน ซึ่งผลเปนไปในแนวทาง
เดียวกันกับการศึกษากอนหนาน้ี (Sumransap et al., 2007) จากผลการศึกษาเหลานี้บงชี้ไดวา ถาทอนําไขทํางาน
เปนปกติแลว การผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยลดจํานวนตัวอสุจิลง 3 เทานาจะไมมีผลกระทบตออัตราการผสมติด
และขนาดครอก 

โดยสรุป การผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยการลดจํานวนตัวอสุจิลง 3 เทามีแนวโนมท่ีจะมีจํานวนตัวอสุจิท่ี
อยูบริเวณ crypt ของ UTJ นอยลง แตไมมีผลในบริเวณสวนทายของ isthmus ซึ่งอาจไมมีผลรบกวนกระบวนการ
ปฏิสนธิเน่ืองจากตัวอสุจิในบริเวณที่จะเกิดการปฏิสนธิมีจํานวนเพียงพอ  ในการผสมเทียมเพียงคร้ังเดียว การผสม
ดวยวิธี DIUI โดยใชจํานวนตัวอสุจิตอโดสลดลง 20 เทาอาจทําใหจํานวนตัวอสุจิท่ีอยูใน crypt ของแหลงกักเก็บตัว
อสุจิกอนเกิดการปฏิสนธินอย  ตัวอสุจิสามารถพบไดในแหลงกักเก็บตัวอสุจิท้ังสองขางภายหลังการผสมเทียมดวย
วิธี AI และ IUI แตการผสมเทียมดวยวิธี DIUI พบไดในแมสุกรเพียง 1 ตัวจาก 5 ตัว 
 
การกระจายตัวของเซลลระบบภูมิค ุ มกันในทอนําไข 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ ลิมโฟไซตเปนเซลลระบบภูมิคุมกันหลักที่พบไดในสุกรทุกกลุมหลังการผสมเทียม
ประมาณ 24 ชัว่โมง  ในขณะที่นิวโทรฟลและแมคโครฟาจพบไดนอยในแหลงกักเก็บตัวอสุจิ ลักษณะการแทรกตัว
ของเซลลเม็ดเลือดขาวในมดลูกแมสุกรใกลเคียงกับชวงแรกของระยะ dioestrus (ประมาณ 70 ชั่วโมงหลังตกไข) 
(Kaeoket et al., 2003) นิวโทรฟลและแมคโครฟาจซึ่งพบไดนอยบงชี้วา การทํางานของระบบภูมิคุมกันชนิดไม
จําเพาะหรือการเก็บกินส่ิงแปลกปลอมในแหลงกักเก็บตัวอสุจิถูกจํากัด โดยท่ัวไป จํานวนตัวอสุจิท่ีใชในการผสม
เทียมดวยวิธี IUI และ DIUI จะนอยกวาการผสมเทียมดวยวิธีปกติ 3 และ 20 เทา (Sumransap et al., 2007; 
Tummaruk et al., 2007) จากการศึกษาครั้งนี้บงชี้ไดวา การลดจํานวนตัวอสุจิท่ีใชในการทํา IUI และ DIUI ไมทํา
ใหเกิดการเปล่ียนแปลงของการแทรกตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจในตําแหนง 
UTJ และสวนทายของ isthmus แตกตางจากกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธีปกติ (AI) การศึกษานี้พบวาการผสมเทียม
ดวยวิธี IUI และ DIUI สามารถนํามาใชในการผสมเทียมสุกรไดโดยปราศจากผลกระทบเกี่ยวกับการแทรกตัวของ
เซลลเม็ดเลือดขาวในแหลงกักเก็บตัวอสุจิกอนเกิดการปฏิสนธิ 

โดยสรุป การศึกษานี้สามารถพิสูจนไดวาการผสมเทียมดวยวิธี IUI และ DIUI ซึ่งเปนวิธีใหมในการผสม
เทียมสุกรไมมีผลกระทบตอการแทรกตัวของเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจในชั้นเย่ือบุมดลูกท่ีแหลง
กักเก็บตัวอสุจิกอนเกิดการปฏิสนธิ 
 
การแสดงออกของตัวรับฮอรโมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรนในทอนําไข 

การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นการแสดงออกของ PR หลังการผสมเทียมแบบ IUI และ DIUI ในสุกร
เปรียบเทียบกับการผสมเทียมแบบปกติ เปนครั้งแรก การผสมเทียมแบบ IUI และ DIUI ในสุกรเปนการผสมเทียม
แบบใหม ยังไมเคยมีรายงานการศึกษาการแสดงออกของ PR มากอน เปนท่ีทราบกันดีวาฮอรโมนโปรเจสเตอโรน
ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของเนื้อเยื่อของมดลูกท้ังในวงจรการเปนสัดปกติของสุกรและภายหลังการปฏิสนธิ การ
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แสดงออกของ PR ท่ีบริเวณมดลูกเคยมีรายงานแลวท้ังในสุกรและในสัตวชนิดอื่นๆ (Hartt et al., 2005; Peralta et 
al., 2005; Sukjumlong et al., 2005) ในการศึกษาครั้งนี้ความเขมของการติดสีและสัดสวนของเซลลท่ีติดสี
คอนขางสูงในชวง 24 ชั่วโมงหลังตกไข สอดคลองกับผลการศึกษากอนหนาน้ีในสุกรปกติ (Sukjumlong et al., 
2005) กอนหนานี้เคยมีการศึกษาบงชี้วาการแสดงออกของ PR ในมดลูกของสุกรจะสูงระหวาง 5-70 ชั่วโมงหลัง
การผสมเทียม (Sukjumlong et al., 2005) ในการศึกษาครั้งนี้พบวากลุม DIUI พบการแสดงออกของ PR ต่ํากวา
กลุม AI ปกติในบางสวนของทอนําไข สาเหตุอาจเกิดจากจํานวนอสุจิท่ีใชในการผสมเทียมในกลุม DIUI ต่ํากวา
กลุม AI 20 เทาตัว เคยมีการศึกษาพบวาฮอรโมนเอสโตรเจนสามารถกระตุนใหเกิดการแสดงออกของ PR สูงขึ้น 
(Sukjumlong et al., 2005) เนื่องจากน้ําเชื้อพอสุกรมีฮอรโมนเอสโตรเจน การผสมเทียมโดยใชน้ําเชื้อปริมาณนอย
จึงทําใหการแสดงออกของ PR ต่ําลง อยางไรก็ดี การแสดงออกของ PR ในกลุม IUI ไมแตกตางจากกลุม AI 

โดยสรุปการผสมเทียมดวยวิธี DIUI โดยใชปริมาณน้ําเชื้อลดลง 20 เทาตัว ทําใหการแสดงออกของ PR ใน
บางสวนของทอนําไขลดต่ําลง ซึ่งอาจมีผลกระทบตอกระบวนการขนสงอสุจิและการปฏิสนธิได 
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The aim of this study was to investigate the number of
spermatozoa in the crypts of the utero-tubal junction (UTJ)
and the oviduct of sows approximately 24 h after intrauterine
insemination (IUI) and deep intrauterine insemination (DIUI)
and compared with that of conventional artificial insemination
(AI). Fifteen crossbred Landrace · Yorkshire (LY) multipa-
rous sows were used in the experiment. Transrectal ultraso-
nography was performed every 4 h to examine the time of
ovulation in relation to oestrous behaviour. The sows were
inseminated with a single dose of diluted fresh semen by the AI
(n = 5), IUI (n = 5) and DIUI (n = 5) at approximately 6–
8 h prior to the expected time of ovulation, during the second
oestrus after weaning. The sperm dose contained 3000 · 106

spermatozoa in 100 ml for AI, 1,000 · 106 spermatozoa in
50 ml for IUI and 150 · 106 spermatozoa in 5 ml for DIUI.
The sows were anaesthetized and ovario-hysterectomized
approximately 24 h after insemination. The oviducts and the
proximal part of the uterine horns (1 cm) on each side of the
reproductive tracts were collected. The section was divided
into four parts, i.e. UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus and
ampulla. The spermatozoa in the lumen in each part were
flushed several times with phosphate buffer solution. After
flushing, the UTJ and all parts of the oviducts were immersed
in a 10% neutral buffered formalin solution. The UTJ and
each part of the oviducts were cut into four equal parts and
embedded in a paraffin block. The tissue sections were
transversely sectioned to a thickness of 5 lm. Every fifth serial
section was mounted and stained with haematoxylin and eosin.
The total number of spermatozoa from 32 sections in each
parts of the tissue (16 sections from the left side and 16 sections
from the right side) was determined under light microscope.
The results reveal that most of the spermatozoa in the
histological section were located in groups in the epithelial
crypts. The means of the total number of spermatozoa in the
sperm reservoir (UTJ and caudal isthmus) were 2296, 729 and
22 cells in AI, IUI and DIUI groups, respectively (p < 0.01).
The spermatozoa were found on both sides of the sperm
reservoir in all sows in the AI and the IUI groups. For the
DIUI group, spermatozoa were not found on any side of the
sperm reservoir in three out of five sows, found in unilateral
side of the sperm reservoir in one sow and found in both sides
of the sperm reservoir in one sow. No spermatozoa were found
in the cranial isthmus, while only one spermatozoon was found
in the ampulla part of a sow in the IUI group. In conclusion,
DIUI resulted in a significantly lower number of spermatozoa
in the sperm reservoir approximately 24 h after insemination
compared with AI and IUI. Spermatozoa could be obtained
from both sides of the sperm reservoir after AI and IUI but in
one out of five sows inseminated by DIUI.

Introduction

Recently, new procedures for artificial insemination (AI)
in pigs such as intrauterine insemination (IUI) and deep

intrauterine insemination (DIUI) have been established
(Martinez et al. 2002; Watson and Behan 2002; Sum-
ransap et al. 2007; Tummaruk et al. 2007). The proce-
dures consist of a specially designed catheter that can be
passed through the cervix allowing the deposition of
sperm into the uterine body (in the case of IUI) or the
proximal third of the uterine horn (in the case of DIUI).
Using these techniques, the number of spermatozoa per
dose can be reduced to one billion spermatozoa for IUI
(Watson and Behan 2002) and 150 million spermatozoa
for DIUI (Martinez et al. 2002). It has been demon-
strated that the IUI technique with a three-time reduc-
tion in sperm numbers per dose results in the same
conception rate and litter size, under farm conditions
when compared with conventional AI (Watson and
Behan 2002). However, Rozeboom et al. (2004) found
that IUI with £1 · 109 spermatozoa per dose resulted in
a smaller litter size compared with conventional AI with
4 · 109 spermatozoa per dose. Sperm distribution within
the female reproductive tract following conventional AI
is well established in pigs (Hunter 1981; Mburu et al.
1996; Langendijk et al. 2002; Rodriguez-Martinez et al.
2005). Yet, only a few studies on the distribution of
spermatozoa in the female reproductive tract for both
IUI and DIUI have been conducted (Sumransap et al.
2007; Tummaruk et al. 2007). Using a low number of
spermatozoa per dose, DIUI results in a significantly
lower number of spermatozoa in the female reproductive
tract at 24 h after insemination (Tummaruk et al. 2007),
while the spermatozoa flushed from the utero-tubal
junction (UTJ) and oviducts do not differ significantly
between IUI and conventional AI (Sumransap et al.
2007). Furthermore, the spermatozoa could be obtained
from only one side of the reproductive tracts after DIUI
and therefore a unilateral colonization of spermatozoa in
the sperm reservoir was suspected (Tummaruk et al.
2007). On the other hand, it was demonstrated that four-
to eight-cell embryos were found in both sides of the
reproductive tract at 48 h after DIUI in other groups of
sows (Tummaruk et al. 2007). In cats, it has been
reported that the number of spermatozoa in the crypts
of the sperm reservoir after mating was found to be
greater than in the lumen (Chatdarong et al. 2004). The
number of spermatozoa in the crypts of the sperm
reservoir after IUI and DIUI in pigs with a reduced
number of spermatozoa has not been reported. The
present study was performed to investigate the number
of spermatozoa in the UTJ and each part of the oviducts
of sows approximately 24 h after IUI or DIUI and
compared with that of conventional AI.
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Materials and Methods

Animals and the detection of oestrus and ovulation

Fifteen crossbred Landrace · Yorkshire (LY) multipa-
rous sows were used in the experiment. On the day of
weaning, they were brought from commercial farms to
the Department of Obstetrics, Gynaecology and Repro-
duction, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn
University and were allocated to individual pens adja-
cent to adult boars. The sows were fed 3 kg ⁄day (twice a
day) with a commercial feed (Starfeed176�; BP Feed
Co. Ltd, Saraburi, Thailand) containing 15% protein,
2% fat and 10% fibre. Water was provided ad libitum.
The sows were observed for pro-oestrus twice a day
(a.m. ⁄p.m.). The sows were randomly assigned to three
groups according to ear tag, i.e. AI (n = 5), IUI
(n = 5) and DIUI (n = 5) groups. The sows were
examined for the onset of standing oestrus every 6 h
using a back pressure test in the presence of a mature
boar. Transrectal ultrasonography (Echo camera SSD-
550; Aloka Co. Ltd, Tokyo, Japan) was performed in all
sows every 4 h, starting from approximately 10 to 12 h
after the onset of oestrus, using a 5 MHz probe to
examine the time the time of ovulation (Tummaruk
et al. 2007).

The collection and dilution of semen and insemination

The semen was collected from an adult Duroc boar
with proven fertility. Semen with a motility of ‡70%, a
concentration of ‡150 spermatozoa ⁄ml and sperm with
normal morphology ‡85%, was diluted, using a Belts-
ville thawing solution diluent (BTS, Minitüb; Abfüllund
Labortechnik GmbH &Co. KG, Tiefenbach, Germany).
The sperm dose contained 3000 · 106 spermatozoa in
100 ml for conventional AI, 1000 · 106 spermatozoa
in 50 ml for IUI (Deep goldenpigTM catheter; IMV
Technologies, L’Aigle, France) and 150 · 106 sperma-
tozoa in 5 ml for DIUI (Martinez et al., 2002). The sows
were inseminated with a single dose of the diluted semen
during the second oestrus after weaning. The time of
ovulation during the first oestrus was used to determine
the timing of insemination, which was carried out at 6–
8 h prior to the expected time of ovulation. The sows
were inseminated by conventional AI, IUI and DIUI
techniques. The DIUI technique was modified after
Martinez et al. (2000). Intrauterine insemination and
DIUI techniques have been described by Sumransap
et al. (2007) and Tummaruk et al. (2007).

Sampling procedures

The sows were anaesthetized at 25.2 ± 1.6 h after
insemination (Table 1). General anaesthesia was in-
duced by i.m. injection of 2 mg ⁄kg azaperone (Stress-
nil�; Janssen Animal Health, Beerse, Belgium), and
30 min later, 10 mg ⁄kg of thiopental sodium was given
intravenously. Ovario-hysterectomy was performed by
laparotomy. The reproductive organs were removed and
immediately transferred to the laboratory. The number
of corpus haemorrhagicum was counted and regarded as
the number of ovulations. The total length of the uterine
horn was measured. The oviducts and the proximal part

of uterine horns (1 cm) on each side of the reproductive
tract were collected. The section was divided into four
parts, i.e. UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus and
ampulla (Tummaruk et al. 2007). The lumen of each
segment was flushed with phosphate buffer solution
several times. The numbers of spermatozoa obtained via
the flushing technique have been reported previously
(Sumransap et al. 2007; Tummaruk et al. 2007). After
flushing, the UTJ and all parts of the oviducts were
immersed in a 10% neutral buffered formalin solution
for further processing.

Tissue sections

The UTJ and each part of the oviducts were cut into
four equal parts and embedded in a paraffin block. The
tissue sections were transversely sectioned to a thickness
of 5 lm. Every fifth serial section was mounted and
stained with haematoxylin and eosin. The number of
spermatozoa in defined sections was determined under
light microscope with a magnification of 200–400·. The
defined sections represent the total number of sperma-
tozoa from 32 sections in each part of the tissue (16
sections from the left and 16 sections from the right
sides).

Statistical analysis

Data were analysed using SAS software (SAS Institute
Inc 1996). Descriptive statistics including the mean and
the standard deviations (SD) of all parameters were
calculated. Parameters including parity number, body
weight, weaning-to-oestrus interval, oestrus-to-ovula-
tion interval, oestrus duration, insemination-to-ovari-
ohyterectomy interval, number of ovulations and length
of the uterine horns were compared among groups using
a one-way ANOVA. The number of spermatozoa in the
UTJ and each part of the oviducts was presented as the
means of the groups and the range of the means of each
sow. The normality of the data was tested using residual
plot under the UNIVARIATE procedure of SAS.
Skewness, kurtosis and Shapiro–Wilk statistical meth-
ods were used to evaluate the normality of the data. As
a result of the skew of the data, a natural log

Table 1. Reproductive parameters of sows inseminated by conven-
tional AI, IUI and DIUI

Parameters

Groups

p-valueAI IUI DIUI

Parity 9.0 ± 1.4 6.0 ± 3.2 6.8 ± 1.9 0.42

Body weight (kg) 198 ± 50 208 ± 34 234 ± 19 0.40

First oestrus

Weaning-to-oestrus (days) 5.2 ± 1.6 4.2 ± 0.8 5.3 ± 1.5 0.42

Oestrus-to-ovulation (h) 34.2 ± 9.3 38.0 ± 12.1 43.5 ± 12.6 0.46

Oestrus duration (h) 55.1 ± 22.5 53.0 ± 11.7 60.0 ± 12.2 0.80

Second oestrus

Insemination to

ovario-hyterectomy (h)

24.6 ± 0.8 26.1 ± 1.6 24.8 ± 1.9 0.27

Number of ovulation 15.3 ± 2.1 17.7 ± 1.5 17.2 ± 1.6 0.19

Length of uterine horns

(cm)

248 ± 33 263 ± 28 256 ± 44 0.85

AI, artificial insemination; IUI, intra-uterine insemination; DIUI, deep intra-

uterine insemination.
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transformation was applied to the number of sperma-
tozoa before being included in the statistical models.
The numbers of spermatozoa (log transformation) in
each part of the reproductive tract were compared
among groups using a general linear model procedure.
Least-squared means were obtained from each group
and were compared using Tukey–Kramer adjustment
for multiple comparison. Differences with p < 0.05
were regarded as having statistical significance.

Results

Reproductive parameters including weaning-to-oestrus
interval, oestrus-to-ovulation interval, oestrus duration,
number of ovulation and length of the uterine horns are
presented in Table 1. All of these parameters display no
significant differences between groups (Table 1). The
interval from insemination to ovario-hysterectomy
operation varied from 24.6 to 26.1 h among groups
(p > 0.05).

Most of the spermatozoa in the histological section
were located in groups in the epithelial crypts (Fig. 1).

The numbers of spermatozoa in the tissue sections are
presented in Table 2. The means of the total number of
spermatozoa in defined sections of the sperm reservoir
(UTJ and caudal isthmus) were 2296, 729 and 22 cells in
AI, IUI and DIUI groups respectively (p < 0.05). The
number of spermatozoa in the defined sections of the
sperm reservoir varied between sows from 36 to 3927
cells in the AI group, 141–2260 cells in the IUI group
and 0–56 cells in the DIUI group (Table 1). No
spermatozoa were found in the cranial isthmus in any
sows, while only one spermatozoon was found in the
ampulla part of a sow in the IUI group.

Spermatozoa were found on both sides of the sperm
reservoir in all sows in the AI and the IUI groups. For the
DIUI group, no spermatozoa were found in the UTJ and
all parts of the oviducts in three out of five sows, but
spermatozoa were found on the unilateral side of the UTJ
in one sow and found on both sides of theUTJ in one sow.

The estimated number of spermatozoa hiding in the
crypts of the UTJ and the caudal isthmus per area (32
section · 5 microns = 160 microns) could be calcu-
lated. As for instance, in the UTJ after AI, it was
2276 ⁄160 = 14.2 spermatozoa per micron or 142 000
spermatozoa ⁄ cm of the UTJ.

Discussion

Intrauterine insemination and DIUI techniques using a
low sperm number per dose of insemination are devel-
oped to maximize the use of superior boar sperm and to
apply for some new sperm technology, such as frozen-
thawed semen and sex-sorted sperm (Roca et al. 2003;
Vazquez et al. 2005; Sumransap et al. 2007). The
present study is the first to demonstrate the distribution
of spermatozoa in the UTJ, caudal isthmus, cranial
isthmus and ampulla parts of the oviduct in sows after
low-dose IUI and DIUI compared with conventional AI
by using the histological examination technique. This
technique has been performed on many species such as
cats, pigs, heifers and hamsters (Larsson and Larsson
1985; Smith and Yanagimachi 1990; Mburu et al. 1997;
Chatdarong et al. 2004). The distribution of spermato-
zoa after AI, IUI and DIUI observed in the present
study is in agreement with our previous findings, in
which spermatozoa were flushed from the lumen of the
reproductive tract (Sumransap et al. 2007; Tummaruk
et al. 2007). This indicated that during the post-ovula-
tion period, the distribution of spermatozoa in the
lumen and in the crypts of the sperm reservoir is quite

SP
SP

SP

SP

SP

100 µm

(a)

(b)

20 µm

SP
RBC

Fig. 1. Distribution of spermatozoa in epithelial crypts of the utero-
tubal junction of a sow approximately 24 h after insemination. SP,
spermatozoa; RBC, red blood cell; E, epithelium; S, subepithelium
(a) 100· magnification (b) 400· magnification. Haematoxylin and
eosin stained

Table 2. Mean number of spermatozoa (cells) and range in the UTJ
and the caudal isthmus of sows approximately 24 h after conventional
AI, IUI and DIUI

Group n UTJ Caudal isthmus Total

AI 5 2276a (36–3829) 20a (0–98) 2296a (36–3927)

IUI 5 716a (141–2260) 13a (0–59) 729a (141–2260)

DIUI 5 22b (0–56) 0a 22b (0–56)

UTJ, utero-tubal junction; AI, artificial insemination; IUI, intrauterine insem-

ination; DIUI, deep intra uterine insemination.

Values with similar superscript letters within a column do not differ significantly

(p > 0.05).
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similar. However, it was suggested that the sperm
number estimated by a flushing technique was likely to
be an under estimate (Smith and Yanagimachi 1990;
Chatdarong et al. 2004). Furthermore, the spermatozoa
localized in the central lumen of the sperm reservoir are
likely to be dead spermatozoa (Rodriguez-Martinez
et al. 2005). For in vivo study, most of the viable
spermatozoa are usually harboured in deep furrows in
the pre- and peri-ovulatory period during standing
oestrus and these spermatozoa remained uncapacitated
until ovulation took place (Rodriguez-Martinez et al.
2005). In the present study, the number of spermatozoa
in defined section (32 sections) hiding in the crypts of the
UTJ and the caudal isthmus was relatively high com-
pared with earlier reports when flushing technique had
been used.

In the present study, it is confirmed that DIUI
resulted in a significantly lower number of spermatozoa
in the sperm reservoir approximately 24 h after insem-
ination compared with AI and IUI. Earlier studies have
shown that DIUI with a 20-fold reduction in number of
spermatozoa resulted in a significantly lower litter size
compared with conventional AI (Vazquez et al. 2001;
Martinez et al. 2006). The low number of spermatozoa
in the sperm reservoir might explain the poor fertiliza-
tion rate after DIUI in pigs under field conditions, which
was reported earlier (Martinez et al. 2006). In addition,
it was found that when the embryos and oocyte were
flushed at 6 days after insemination, partial and unilat-
eral fertilization was higher in sows inseminated with
DIUI compared with conventional AI (Martinez et al.
2006). The present study indicates that low fertilization
rate and unilateral fertilization after DIUI might be
caused by a unilateral sperm reservoir formation in
some sows. Rodriguez-Martinez et al. (2005) demon-
strated that both spermatozoa and seminal plasma (as
well as protein components in the seminal plasma) are
important for the formation of the sperm reservoir. A
certain number of spermatozoa and some proteins in
the seminal plasma have to be transported through
the uterine lumen and escape from phagocytosis to enter
the sperm reservoir. Furthermore, the spermatozoa
subpopulation in the first 10 ml of the sperm-rich
fraction seems to be more effective to a colonized sperm
reservoir than the rest of the sperm-rich fraction to
colonize sperm (Rodriguez-Martinez et al. 2005). These
findings suggest that unilateral insemination with a
small number of spermatozoa and seminal plasma may
not be enough to enhance the formation of bilateral
sperm reservoir. These events may cause low fertiliza-
tion and unilateral fertilization after DIUI.

In the present study, one out of five sows in the DIUI
group had spermatozoa on only one side of the UTJ,
while another sow in the same group had spermatozoa
on both sides of the UTJ. The later finding was not in
accordance with our previous study (Tummaruk et al.
2007). This therefore indicates that some spermatozoa
were hiding deep in the crypts of the sperm reservoir
during ovulation, which may not have been removed via
flushing (Chatdarong et al. 2004). Earlier studies have
shown that unilateral fertilization and partial fertiliza-
tion can occur in either conventional AI or DIUI
(Hunter 1967; Waberski et al. 1994; Soede et al. 1995;

Martinez et al. 2006). It has been suspected that the
causes of unilateral fertilization and partial fertilization
might be the prolonged interval from insemination to
ovulation, the low number of spermatozoa per insem-
ination and the variation among sows (Waberski et al.
1994; Soede et al. 1995; Martinez et al. 2006). Martinez
et al. (2006) proposed that if the number of spermatozoa
was increased from 150 · 106 spermatozoa ⁄dose to
600 · 106 spermatozoa per dose, unilateral fertilization
did not occur. For IUI, Mezalira et al. (2005) found that
the number of embryos was significantly decreased after
250 · 106 spermatozoa were used for insemination. The
minimum number of spermatozoa per dose recom-
mended for IUI was 500 · 106 spermatozoa (Mezalira
et al. 2005). Bennemann et al. (2004) demonstrated that
the total number of embryos at 32 days after IUI
significantly decreased when the interval from insemi-
nation to ovulation exceeded 24 h, although the con-
ception rate did not differ significantly. In the present
study, we suggest that the number of spermatozoa per
insemination dose for DIUI should be increased and the
interval from insemination to ovulation should be
optimized to compensate for the influences of other
factors, such as sow factors, to obtain the optimal
number of spermatozoa in the sperm reservoir during
ovulation. If these factors have been optimized, bilateral
formation of the sperm reservoir after DIUI might have
occurred, at least in some sows.

The IUI technique in pigs was reported for the first
time in 2002 (Watson and Behan 2002). It has been
demonstrated as a practical technique for AI in pigs
with a reduced number of spermatozoa per dose.
Although the IUI technique has been used under farm
conditions, many practitioners are not yet confident
enough to reduce the number of spermatozoa per dose.
In some cases, a reduced number of total piglets born
per litter after IUI with £1000 · 106 spermatozoa per
dose have been observed (Rozeboom et al. 2004;
Roberts and Bilkei 2005). If IUI with 1000 · 106

spermatozoa per dose causes a reduction in litter size
at farrowing, a partial fertilization can be expected. The
present study indicates that the number of spermatozoa
in the crypts of the UTJ and the caudal isthmus was,
however, not significantly different between IUI and
conventional AI. This is in agreement with our previous
finding, in which spermatozoa in the central lumen were
obtained by a flushing technique (Sumransap et al.
2007). In the present study, the number of spermatozoa
in the crypts of the UTJ in the IUI group was
approximately three times less than in the AI group.
The UTJ is known as the primary physical barrier to the
oviduct and restricts sperm access to the fertilization site
(Rodriguez-Martinez et al. 2005). During the pre-ovu-
lation period, most spermatozoa are hidden in the deep
lateral furrows of the sperm reservoir, flushing of which
are difficult to achieve because of the closed lumen and
the presence of intraluminal mucus in the lumen
(Tienthai et al. 2004). The spermatozoa were relocated
again after ovulation (Mburu et al. 1996). Sumransap
et al. (2007) demonstrated that the majority (approxi-
mately 41%) of the spermatozoa recovered from
the female genital tract were found in the UTJ. The
present study demonstrates that the sub-population of
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spermatozoa in the UTJ is approximately three times
lower in the IUI with a three times reduction in number
of spermatozoa per dose compared with that of
conventional AI. This has never been reported before.
In our previous study, the number of spermatozoa in the
UTJ obtained via flushing technique was quite similar
between IUI and AI (Sumransap et al. 2007). Yet, the
number of spermatozoa in the isthmus was quite similar
between IUI and AI. This is in agreement with our
previous findings (Sumransap et al. 2007). These indi-
cated that if the oviducts function normally, IUI with a
three time reduction in the number of spermatozoa may
not have an unfavourable effect on fertilization rate and
litter size.

In conclusion, IUI with a three times reduction in the
number of spermatozoa tended to have a lower number
of spermatozoa hiding in the crypts of the UTJ but not
in the caudal isthmus. This may not interfere with the
fertilization process because of the sufficient number of
spermatozoa heading to the fertilization site. For single
insemination, the DIUI with a 20-fold reduction in the
number of spermatozoa per dose might be too low to
obtain a sufficient number of spermatozoa in the crypts
of the sperm reservoir prior to fertilization. The sper-
matozoa could be obtained from both sides of the sperm
reservoir after AI and IUI, but in only one out of five
sows inseminated by DIUI.
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Introduction 
The mechanism of sperm transport from the 
insemination site to the fertilization area is regulated 
by many factors involving both the female genital 
tract and the spermatozoa (1). The utero-tubal 
junction (UTJ) is the primary physical barrier to the 
oviduct. The caudal isthmus and the UTJ act as a 
sperm reservoir to restrict sperm access to the 
fertilization site (2). Ovulation affects sperm 
transport by initiating the redistribution of 
spermatozoa from the sperm reservoirs                  
(3). Recently, new devices for artificial insemination 
(AI) in pig have been developed i.e., intrauterine 
insemination (IUI) and deep intrauterine 
insemination (DIUI) (4-7). Using these techniques, 
the number of spermatozoa per dose can be reduced 
(4-7). It has been shown that DIUI resulted in a 
significantly lower number of spermatozoa in the 
female reproductive tracts at 24 h after insemination 
(5), while the spermatozoa in the UTJ and oviducts 
do not differ significantly between IUI and 
conventional AI (4). After insemination, the 
excessive spermatozoa were eliminated by the local 
immune system of the sow’s uterus (8, 9). These 
immune cells are produced from lymphoid         
(e.g., lymphocyte, plasma cell) and myeloid lineage 
(e.g., neutrophil, macrophage and eosinophil) in the 
bone marrow (9). Lymphocyte is mainly function for 
specific immune response, while neutrophil is 
function for the non-specific immune response, 
phagocytosis (9). The infiltration of leukocyte 
subpopulation in the sow’s uterus and oviduct after 
conventional AI has been reported (8-10). However, 
infiltration of leukocyte after IUI and DIUI has 
never been reported. The present study was 
performed to investigate the infiltration of 
intraepithelial lymphocyte (IEL), neutrophil (IEN) 
and macrophage (IEM) in the UTJ and each part of 
the oviducts at about 24 h after IUI and DIUI 
compared to AI in sows. 
 
Material and Methods 
Animals and the detection of oestrus and ovulation: 
Fifteen crossbred Landrace x Yorkshire (LY)   
multiparous sows were used in the experiment. On 
the day of weaning, they were allocated to individual 
pens adjacent to adult boars. The sows were 
observed for pro-oestrus twice a day (am/pm). The  
 

 
sows were randomly assigned to 3 groups, i.e., AI 
(n=5), IUI (n=5) and DIUI (n=5). Transrectal 
ultrasonography (Echo camera SSD-550, Aloka co. 
ltd., Japan) was performed every 4 h using a 5 MHz 
probe to examine the ovulation time in all sows (5). 
Collection and dilution of semen and insemination: 
The semen was collected from an adult proven 
Duroc boar. Semen with a motility of ≥70% was 
diluted, using Beltsville thawing solution (BTS) 
diluent. The sperm dose contained 3,000x106 motile 
spermatozoa in 100 ml for conventional AI, 
1,000x106 motile spermatozoa in 50 ml for IUI 
(Deep golden pig®, Minitube, Germany) and 
150x106 motile spermatozoa in 5 ml for DIUI (7). 
The sows were inseminated with a single dose of the 
diluted semen during the second oestrus after 
weaning at 6 to 8 h prior to the expected time of 
ovulation. The sows were inseminated by the 
conventional AI, IUI and DIUI techniques (4, 5). 
Sampling procedures: The sows were general 
anesthetized at 25.2±1.6 h after insemination.      
The ovario-hysterectomy was performed by 
laparotomy. The reproductive organs were removed 
and immediately transferred to the laboratory.      
The oviducts and the proximal part of uterine horns       
(1 cm) on each side of the reproductive tracts were 
collected. The section was divided into 4 parts, i.e., 
UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus and ampulla 
(5). The spermatozoa in the lumen in each part were 
flushed with Phosphate buffer solution (PBS) for 
several times. After flushing, the UTJ and all parts 
of the oviducts were immersed in 10% neutral buffer 
formalin solution for further processing. 
Tissue sections: The UTJ and each part of the 
oviducts were cut into four equal parts and 
embedded in paraffin block. The tissue sections 
were transversely section to a thickness of 5 μm. 
Every fifth serial section was mounted and stained 
with hematoxylin and eosin (H&E).  
Histological examination: The total number of IEL, 
IEN and IEM in each parts of the tissue was 
determined under light microscope using 400x mag. 
The leukocyte cells were counted in 15,625 μm2 for 
20 areas per tissue section. A total of 32 sections per 
organ (left and right sides) in each sow were 
determined. 
Statistical analysis: Data were analyzed using SAS 
software (11). The total number of IEL, IEN and 
IEM counted in the UTJ and the caudal isthmus 
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were presented as means±SEM. Due to the skew of 
the data, a natural log transformation was applied to 
the data before included in the statistical models. 
The numbers of IEL, IEN and IEM in each part of 
the sperm reservoir were compared among groups 
using General linear mixed model (MIXED) 
procedure. The model included groups, sides and 
organs as fixed effect and included animal and 
section nested within animal as random effects. 
Least-squared means were compared using Tukey-
Kramer adjustment for multiple comparisons. 
Differences with p<0.05 were regarded to have 
statistical significance. 
 
Results and Discussion 
Infiltration of IEL, IEN and IEM in the UTJ and the 
caudal isthmus of sow are demonstrated in Fig. 1 & 
2. The number of IEL, IEN and IEM in the UTJ of 
sow after AI, IUI and DIUI were not significantly 
difference (p>0.1) (Fig. 2). Lymphocyte was the 
most common leukocyte found in the epithelium of 
the sperm reservoir at 24 h after insemination. A 
small number of neutrophil and macrophage were 
also found in the sperm reservoir in most sows (Fig. 
1&2). Number of IEL, IEN and IEM in the caudal 
isthmus of sow after AI, IUI and DIUI are 
demonstrated in Table 1. Lymphocyte was the most 
common immune cells in the caudal isthmus, while 
few IEN and IEM were also found (Table 1). 
 

 
Fig. 1 Intraepithelial lymphocyte (black arrow)  
and neutrophil, (black arrowheads) in the caudal 
 isthmus, H&E stained   (bar: 10 μm). 
 
Table 1 Mean±SEM of intra epithelial lymphocyte, 
neutrophil and macrophage in the caudal isthmus of 
sow after AI, IUI and DIUI 
 

Cells AI IUI DIUI 
Lymphocyte 18.6±2.0a 22.1±2.0a 11.8±0.7a 
Neutrophil 0.1±0.04a 1.5±0.8a 0.3±0.1a 
Macrophage 0.8±0.2a 1.6±0.4a 0.6±0.1a 

Values with the same superscript within row do not differ 
significantly (p>0.05). 

 
 
 
 

In the present study, lymphocyte was the most 
common immune cell found in all groups at about 24 
h after insemination, while very rare neutrophil and 
macrophage were found in the sperm reservoir. The 
pattern of leukocyte infiltration was similar to the 
early diestrus stage (~70 h after ovulation) in the 
sow’s uterus (8). The low number of neutrophil and 
macrophage indicated that the function of non-
specific immune system or phagocytosis is limited in 
the sperm reservoir. In general, the number of 
spermatozoa used for IUI and DIUI was 3 and 20 
times less than conventional AI (4, 5). The present 
study indicated that the reduction in the number of 
spermatozoa for IUI and DIUI did not alter the 
infiltration of IEL, IEN and IEM in the UTJ and 
caudal isthmus. The present study suggests that both 
IUI and DIUI could be used for insemination in pig 
without any unfavorable effect on the leukocyte 
infiltration in the sperm reservoir prior to 
fertilization.  
In conclusion, the present study has proved that IUI 
and DIUI, new devices for AI in pig, do not 
influence the infiltration of IEL, IEN and IEM in the 
sperm reservoir prior to fertilization. 
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Fig. 2 Mean±SEM of intra epithelial lymphocyte, neutrophil and 
macrophage in the UTJ of sow after AI, IUI and DIUI. a,b,c 
Values with the same letters in each cell type do not differ 
significantly (p>0.05). 
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Introduction 
Recently, a new procedure for intrauterine 
insemination (IUI) in sows has been established      
(1,2). The procedure consists of a specially designed 
catheter that can be passed through the cervix 
allowing the deposition of sperm in the uterus. Using 
this technique, the number of spermatozoa per dose 
can be reduced by up to 1 billion spermatozoa. It has 
been demonstrated that the IUI technique with a     
3-times reduction in the sperm number per dose 
resulted in the same conception rate and litter size, 
under farm conditions, as conventional artificial 
insemination (AI) (1). However, Rozeboom et al. (3) 
found that IUI with ≤1 x 109 spermatozoa per dose 
resulted in a smaller litter size compared to a 
conventional AI with 4x109 spermatozoa per dose. 
The mechanism of sperm transport from the 
insemination site to the fertilization area is complex 
and is regulated by many factors involving both the 
female genital tract and the spermatozoa (4). 
Additionally, ovulation has been postulated to affect 
sperm transport by initiating the redistribution of 
spermatozoa from the sperm reservoirs. This 
redistribution may be regulated by a change in the 
hormonal profile that occurs during ovulation (4, 5). 
Sperm distribution and fertilization after IUI with a 
reduced number of spermatozoa have been 
demonstrated (2). Progesterone (P4) significantly 
increased soon after ovulation in pig and influences 
the transportation of spermatozoa and embryos (5). 
The mechanism of P4 on sperm transportation in the 
female reproductive tracts is related the expression 
of progesterone receptor (PR) in the uterine horn and 
the oviduct of pig (6). It is well established that 
estrogen (E2) up-regulated PR and P4 down-
regulates PR (6). PR was higher in inseminated sows 
compared to cyclic sows (6) The immunostaining of 
PR in the uterus was high during 5-6 h to 70 h after 
insemination (6). The expression of PR after IUI in 
pig has never been investigated. The present study 
was performed to investigate the expression of PR in 
the utero-tubal junction of sows at 24 h after IUI 
compared with conventional AI. 
 
Material and Method 
Animals: Ten crossbred (Landrace x Yorkshire) 
multiparous sows (LY) were used in the experiment. 
The sows were randomly assigned to 2 groups 
according to ear tag, control (conventional AI, n=5)  

 
and IUI groups (n=5). The sows were examined for 
the onset of standing oestrus every 6 h by using a 
back pressure test in the presence of a mature boar. 
Transrectal ultrasonography (Echo camera SSD-550, 
Aloka co. ltd., Japan) was performed every 4 h, 
starting from about 10-12 h after the onset of 
oestrus, using a 5 MHz probe to examine the time 
when ovulation took place in all sows (2). The 
semen was collected from an adult proven Duroc 
boar and was diluted, using Beltsville thawing 
solution (BTS) diluent. The sperm dose contained 
3,000x106 spermatozoa in 100 ml for conventional 
AI and 1,000x106 spermatozoa in 50 ml for IUI. The 
sows were inseminated with a single dose of the 
diluted semen during the second oestrus after 
weaning. The time of ovulation duing the first 
oestrus was used to determine the timing of 
insemination, which was carried out at 6-8 h prior to 
the expected time of ovulation. The sows were 
inseminated by the conventional AI or the IUI. The 
IUI technique has been described by Sumransarp  
et al. (2).  
Tissue collection: The sows were general 
anesthetized at about 24 h after insemination. 
General anesthesia was induced by azaperone 
(Stressnil®), 2 mg/kg, intramuscularly and 30 min 
later thio-pental sodium, 10 mg/kg, was given 
intravenously. The ovario-hysterectomy was 
performed by laparotomy. The reproductive organs 
were removed and immediately transferred to the 
laboratory. The oviducts and the proximal part of 
uterine horns (1 cm) on each side of the reproductive 
tracts were collected. The utero-tubal junction and 
all parts of the oviduct were fixed in 10% neutral 
buffer formalin. The samples were embedded in 
paraffin blocks, cut in 4 μm thick sections and 
placed on Superfrost Plus glass slides (Menzel-
Glaser, Freiburg, Germany).  
Immunohistochemistry: The sections were  
deparaffinized in xylene and rehydrated in graded 
alcohol.  The   immunohistochemical protocol was 
modified after Sukjumlong et al. (6). Briefly, antigen 
retrieval technique was used in order to enhance the 
reaction between antigen and antibody by boiling in 
0.01 M citrate buffer pH 6.0, 2x5 min in a 
microwave at 750 watt. A standard avidin-biotin 
immunoperoxidase technique was applied to detect 
the PR proteins. The primary antibodies used were 
mouse monoclonal antibody to PR (Immunotech, 
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clone 10A9) at the dilution of 1:200 in a humidified 
chamber for 2 h at room temperature. Normal sow 
oviduct known to express PR was served as positive 
controls. In the final step, the color of the bound 
enzyme (brown color) was obtained using 3,3'-
diaminobenzidine (DAB). All sections were 
counterstained with Mayer’s hematoxylin, 
dehydrated and mounted with glycerine gelatin for 
investigation under a light microscope.  
Classification of positively stained cells: The UTJ   
was classified into 2 parts, the oviduct and the 
uterine parts. The oviduct part consisted of               
3 compartments: surface epithelium, subepithelial 
layer of the stroma and muscular layer. The uterine 
part was classified into 4 compartments: surface 
epithelium, glandular epithelium, subepithelial layer 
of the stroma and myometrium. The results of the 
immunostaining were evaluated by a manual scoring 
method. The scoring of PR positive cells was done 
by classification into three different levels of 
intensity: weak, 1; moderate, 2 and strong, 3. Since 
not all cells stained positively in some compartments 
of the tissue, the proportion of positive to negative 
cells was also included for these tissues. The 
proportions were estimated into four different levels 
(marked 1-4): low proportion (<30% of positive 
cells, 1); moderate proportion (30-60% of positive 
cells, 2); high proportion (>60-90% of positive cells, 
3) and almost all cells positive (more than 90%, 4) 
[6]. In connective tissue stroma of the uterus and the 
oviduct, not all cells were positively stained. 
Therefore, the number of PR positive cells per mm2 
in the subepithelial layer was identified in each 
section. Five arbitrarily chosen microscopic fields 
were counted. The counting was performed at x400 
mag. by using an ocular reticule (ocular micrometer, 
0.13x0.13 mm, with 25 squares) placed in the 
eyepieces of the light microscope and move the 
ocular micrometer along the subepithelial layer of 
the stroma (7). 
Statistical analysis: Data were analysed using SAS 
software [8]. Descriptive statistics including the 
mean and the standard deviations (SD) of all 
parameters were calculated. The score of intensities 
and score of positive cell were compared between 
groups using NPAR1WAY procedure of SAS 
(Wilcoxon rank sum test). Differences with p<0.05 
were regarded to have statistical significance. 
 
Results and Discussion 
Immunohistochemical staining of PR after AI and 
IUI in the oviductal and the uterine parts of the UTJ 
are presented in Table 1 and 2 and Fig. 1. The 
intensity and the proportion of PR positive cell after 
AI and IUI in all compartments of the UTJ were not 
significantly difference (p>0.05). For both AI and 
IUI, high intensities and high proportion of PR 
positive cell were observed in myometrium 
compartments of both the oviductal and uterine parts 
of the UTJ (Table 1 and 2).  

Table 1 Immunohistochemical staining of 
progesterone receptors (PR) presented as manual 
scoring (intensity and proportion) in oviductal part 
of uterotubal junction 
 

Group of 
sows 

Surface 
epithelium 

Stroma Myometrium 

AI 1.8a/2.7A 1.6a/1923A 3.0a/4.0A 
IUI 1.4a/2.5A 2.4a/2370A 3.0a/4.0A 

The different superscript letters between rows are significantly 
different (p<0.05) 

 
Table 2 Immunohistochemical staining of  progeste- 
rone receptors (PR) presented as manual scoring 
(intensity and proportion) in uterine part of 
uterotubal junction  
 

Group of 
sows 

Surface 
epithelium 

Connective 
tissue stroma 

Myometrium 

AI 1.6a/2.7A 1.8a/1990A 3.0a/4.0A 
IUI 1.4a/2.7A 2.4a/2370A 3.0a/4.0A 

 
The different superscript letters between rows are significantly 
different (p<0.05) 

 
 

 
Fig. 1 Expression of PR in the UTJ of sows: (a) negative 
control, (b) positive control, (c) AI, (d) IUI 
 
The present study demonstrated the expression of 
PR after AI as well as IUI in pig. IUI is a new 
technique for insemination in pig and the expression 
of PR after IUI has never been reported before. In 
general, the number of spermatozoa recommended 
to be used for IUI was 3 time less than AI. The 
results indicated that the reduction in the number of 
spermatozoa per insemination by IUI technique dose 
not alter the expression of PR in the UTJ. The 
present study suggests that IUI could be used 
without any different effect on PR in the sperm 
reservoir prior to fertilization. Wu et al. [9] found 
that the activation of PR was also associated with the  
capacitating process and responsible for 
physiological sperm acrosome reaction induction.  
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The sperm acrosome reaction is required for 
mammalian fertilization. It has been suggest that P4 
is a physiological inducer for sperm acrosome 
reaction (9). In conclusion, the present study proved 
that IUI, a new AI technique in pig, does not 
influence the expression of PR in the UTJ prior to 
fertilization. 
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Introduction 
Recently, a special designed catheter for artificial 
insemination (AI) in pig has been developed for 
non-surgical deep intra-uterine insemination (DIUI) 
with a 20 folds reduction in the number of 
spermatozoa (1). The DIUI catheter is inserted 
through the uterine horn and deposited semen in one 
horn close to the sperm reservoir. Earlier studies 
have shown that a flexible catheter could be passed 
through the cervix completely in 90-95% of 
multiparous sows taking about 4 min/insemination 
(1, 2). The technique is also applicable for advanced 
biotechnology procedures such as frozen-thawed 
semen, sex sorted sperm and embryo transfer (3-5). 
The number of spermatozoa in the sperm reservior 
after DIUI with a reduced number of spermatozoa 
was significantly lower than AI (6). Furthermore, 
poor litter size and low fertilization rate has also 
been observed for DIUI (7). It has been 
demonstrated that progesterone (P4) significantly 
increased soon after ovulation in pig and influenced 
the transportation of spermatozoa and embryos (8). 
The physiological mechanism of P4 on sperm 
transportation in the female reproductive tracts is 
related to the expression of the P4 receptor (PR) in 
the uterine horn and the oviduct of pig (9). It has 
been demonstrated that the PR in the pig oviduct 
(ampulla and isthmus) was more intense during 
luteal phase compared with follicular phase (10) and 
the PR was higher in inseminated sows compared to 
cyclic sows (9). The expression of the PR after DIUI 
in pig has never been investigated. The present study 
was performed to investigate the expression of the 
PR in the utero-tubal junction (UTJ) of sows at 24 h 
after DIUI compared with conventional AI. 
 
Materials and Methods 
Animals: Ten crossbred (Landrace x Yorkshire) 
multiparous sows were used in the experiment. On 
the day of weaning and were observed for pro-
oestrus twice a day. The sows were randomly 
assigned to 2 groups, a control group (conventional 
AI, n=5) and a DIUI group (n=5). Transrectal 
ultrasonography was performed every 4 h, starting 
from about 10-12 h after the onset of oestrus, using a 
5 MHz probe to examine the time when ovulation 
took place in all sows (9). The semen was collected 
from an adult proven Duroc boar. Semen was diluted  
 

 
using Beltsville thawing solution (BTS) diluent. The 
sperm dose contained 3,000x106 spermatozoa in 100  
ml for conventional AI and 150x106 spermatozoa in 
5 ml for DIUI. The sows were inseminated with a 
single dose of the diluted semen during the second 
oestrus after weaning. The sows were inseminated 
by the conventional AI (n=5) or the DIUI (n=5). 
Tissue collection: The sows were general 
anesthetized at about 24 h after insemination. The 
ovario-hysterectomy was performed by laparotomy. 
The reproductive organs were removed and 
transferred to the laboratory. The oviducts and the 
proximal part of uterine horns (1 cm) on each side of 
the reproductive tracts were collected. The utero-
tubal junction and the oviduct were fixed in 10% 
neutral buffer formalin. The samples were embedded 
in paraffin blocks, cut in 4 μm thick sections and 
placed on Superfrost Plus glass slides. 
Immunohistochemistry: The sections were 
deparaffinized in xylene and rehydrated in graded 
alcohol. The immunohistochemical protocol was 
performed (12). Briefly, antigen retrieval technique 
was used in order to enhance the reaction between 
antigen and antibody by boiling in 0.01 M citrate 
buffer pH 6.0, 2x5 min in a microwave at 750 watt. 
A standard avidin-biotin immunoperoxidase 
technique (Vectastain® ABC kit, Vector 
Laboratories, Inc., USA) was applied to detect the 
PR proteins. The primary antibodies used were 
mouse monoclonal antibody to PR (Immunotech, 
clone 10A9) at the dilution of 1:200 in a humidified 
chamber for 2 h at room temp. Normal sow oviduct 
known to express PR was served as positive 
controls. The color of the bound enzyme (brown 
color) was obtained using 3, 3'–diaminobenzidine 
(DAB) (Vector Lab., Inc., USA). All sections were 
counterstained with Mayer’s hematoxylin, 
dehydrated and mounted with glycerine gelatin for 
investigation under a light microscope. 
Classification of positively stained cells: The UTJ 
was classified into 2 parts, the oviduct and the 
uterine parts. The oviduct part consisted of 3 
compartments: surface epithelium, subepithelial 
layer of the stroma and myometrium. The uterine 
part consisted of 4 compartments: surface 
epithelium, glandular epithelium, subepithelial layer 
of the stroma and myometrium.  
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The results of the immunostaining were evaluated by 
a manual scoring method. The scoring of PR 
positive cells was done by classification into three 
different levels of intensity: weak, 1; moderate, 2 
and strong, 3. Since not all cells stained positively in 
some compartments of the tissue, the proportion of 
positive to negative cells was also included for these 
tissues. The proportions were estimated into four 
different levels (marked 1-4): low (<30% of positive 
cells, 1); moderate (30-60% of positive cells, 2); 
high (>60-90% of positive cells, 3) and almost all 
cells positive (>90%, 4) (12). In connective tissue 
stroma of the uterus and the oviduct, not all cells 
were positively stained. Therefore, the number of PR 
positive cells per mm2 in the subepithelial layer was 
identified in each section. Five arbitrarily chosen 
microscopic fields were counted. The counting was 
performed at x400 mag. by using an ocular reticule 
(ocular micrometer, 0.13x0.13 mm, with 25 squares) 
placed in the eyepieces of the light microscope and 
move the ocular micrometer along the subepithelial 
layer of the stroma. 
Statistical analysis: Data were analysed using SAS 
(11). Descriptive statistics including the mean and 
the standard deviations of all parameters were 
calculated. The score of intensities and score of 
positive cell were compared between groups using 
NPAR1WAY procedure (Wilcoxon rank sum test). 
Differences with p<0.05 were regarded to have 
statistical significance. 
 
Results and Discussion 
Immunohistochemical staining of PR after AI and 
DIUI in the oviductal and the uterine parts of the 
UTJ are presented in Table 1 and 2. In the oviductal 
part of the UTJ, the intensity of PR in the 
myometrium and the proportion of PR positive cell 
in the surface epithelium after DIUI was 
significantly lower than AI (p<0.05). In the uterine 
part of the UTJ, both intensity and proportion of PR 
positive cell in all tissue compartment were not 
significantly different except for the myometrium in 
which higher intensity was found for AI (p<0.05). 
When comparing between tissue compartments, the 
prominent stating was observed in the muscular 
layer of the UTJ for both AI and DIUI. 
 
Table 1 Immunohistochemical staining of 
progesterone receptors (PR) presented as manual 
scoring (intensity and proportion) in oviductal tissue 
compartments 
 

Group of 
sows 

Surface 
epithelium 

Stroma Tunica 
muscularis 

AI 1.8a/2.7A 1.6a/1923A 3.0a/4.0A 
DIUI 1.3a/1.8B 1.7a/1475A 2.2b/3.7A 

The different superscript letters between rows are significantly 
different (p<0.05) 

 
 
 

Table 2 Immunohistochemical staining of 
progesterone receptors (PR) presented as manual 
scoring (intensity and proportion) in uterine tissue 
compartments 
 

Group 
of sows 

Surface 
epithelium 

Stroma Myometrium 

AI 1.6a/2.7A 1.8a/1990A 3.0a/4.0A 
DIUI 1.6a/2.7A 1.8a/1933A 2.2b/3.8A 

The different superscript letters between rows are significantly 
different (p<0.05) 

 
Progesterone mediates changes in pig reproductive 
tissue during oestrus cycle and important for the 
fertilization process. During recent years, the 
expression of PR in pig as well as in other species 
has been investigated intensively (9, 10). The 
intensity and the proportion of PR in the UTJ during 
post-ovulation period after insemination were 
relatively high, which is in agreement with a 
previous report in the sow uterus (9). It has been 
demonstrated that the immunostaining of PR in the 
uterus was high during 5-6 h to 70 h after 
insemination (9). The present study is the first, who 
report the expression of PR after DIUI in pig. The 
expression of PR in some compartments of the UTJ 
was significantly lower in the DIUI groups 
compared to AI. The number of spermatozoa as well 
as the volume of semen used for DIUI was 20 time 
less than AI. It is known that the boar semen contain 
a certain amount of estradiol (E2). It has been 
demonstrated that E2 up-regulate PR in the pig 
uterus (9). Low volume of semen used for DIUI 
might also influence the expression of PR due to the 
lack of E2. Furthermore, Tummaruk et al. (6) found 
that the number of spermatozoa recovered from the 
UTJ of sows after DIUI was significantly lower than 
AI. This indicates that the reduction in the number 
of spermatozoa in the UTJ around ovulation might 
alter the expression of PR. In clinical research, low 
fertilization rate and poor quality of embryos after 
DIUI with a small number of spermatozoa have also 
been observed (7). Although DIUI with a 20-fold 
reduction in number of spermatozoa resulted in 
similar pregnancy rate compared to AI, a higher 
number of partial fertilization, unilateral fertilization 
and lower litter size were observed (9). The present 
study indicated that number of spermatozoa and/or 
volume of semen used for insemination may also 
play a role on the expression of PR. 
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Fig. 1 Expression of PR in the UTJ of sows: (a) negative 
control, (b) positive control, (c) AI, (d) DIUI 
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